Synthesis of pyridinostilbene inhibitors of Mur ligases by Verbič, Klara
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
KLARA VERBIČ 
 
 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
 
 
 
 
 
 
 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
Ljubljana,  2019
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
KLARA VERBIČ 
 
 
 
SINTEZA PIRIDINOSTILBENSKIH ZAVIRALCEV 
LIGAZ MUR 
 
 
SYNTHESIS OF PYRIDINOSTILBENE INHIBITORS 
OF MUR LIGASES 
 
 
UNIFORM MASTER’S STUDY PROGRAMME PHARMACY 
 
 
 
 
 
Ljubljana,  2019
 II 
 
Magistrsko nalogo sem opravljala na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo 
pod mentorstvom doc. dr. Martine Hrast, mag. farm. in somentorstvom asist. dr. Damijana 
Kneza, mag. farm. 
Spektroskopske meritve so opravili na Fakulteti za farmacijo in testiranja na bakterijskih 
sevih na Veterinarski fakulteti.  
 
Zahvala 
Zahvaljujem se doc. dr. Martini Hrast, mag. farm in asist. dr. Damijanu Knezu, mag. farm. Za 
pomoč in nasvete pri delu v laboratoriju in pri pisanju magistrske naloge. 
Najlepša hvala tudi družini in prijateljem za podporo in pomoč v času študija. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod vodstvom mentorice doc. dr. 
Martine Hrast, mag. farm in somentorja asist. dr. Damijana Kneza, mag. farm. 
 
Klara Verbič 
  
 
Predsednik komisije: Prof. dr. Samo Kreft, mag. farm. 
Članica komisije: Doc. dr. Mirjam Gosenca Matjaž, mag. farm. 
  
 III 
 
Kazalo 
1. Uvod ................................................................................................................................. 1 
1.1. Protibakterijske učinkovine ........................................................................................ 1 
1.2. Mehanizmi protibakterijskega delovanja ................................................................... 2 
1.3. Bakterijska odpornost ................................................................................................. 4 
1.4. Bakterijska celica ........................................................................................................ 6 
1.4.1. Celična stena ......................................................................................................... 6 
1.4.2. Sinteza peptidoglikana .......................................................................................... 7 
1.4.3. Mur ligaze ............................................................................................................. 8 
1.4.4. Multipli zaviralci ligaz MurC–F ......................................................................... 10 
2. Namen dela ..................................................................................................................... 13 
3. Materiali in metode ........................................................................................................ 15 
3.1. Materiali ................................................................................................................... 15 
3.2. Metode ...................................................................................................................... 15 
4. Eksperimentalno delo ..................................................................................................... 19 
4.1. Sinteza osnovnega skeleta (spojina 2) ...................................................................... 19 
4.1.1. Sinteza 5-vinilnikotinnitrila (spojina 1) .............................................................. 19 
4.1.2. Sinteza (E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila (spojina 2) .................... 20 
4.2. Sineteza derivatov (E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila .......................... 21 
4.2.1. Splošni postopek sinteze spojin 3a–3g ............................................................... 21 
4.2.1.1. Sinteza (E)-5-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)nikotinnitrila (spojina 3a) ... 22 
4.2.1.2. Sinteza (E)-5-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitrila (spojina 3b) ................................................................. 22 
4.2.1.3. Sinteza (E)-5-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitril (spojina 3c) ................................................................... 23 
4.2.1.4. Sinteza (E)-5-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitrila (spojina 3d) ................................................................. 23 
4.2.1.5. Sinteza (E)-5-(2-(4'-(hidroksimetil)-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitrila (spojina 3e) .................................................................. 24 
4.2.1.6. Sinteza (E)-5-(2-(4'-formil-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitril (spojina 3f) .................................................................... 24 
4.2.1.7. Sinteza (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila (spojina 3g) ..... 25 
4.2.2. Poskus sinteze (E)-5-(4-(4-hidroksipiperidin-1-il)-2,6-dimetilstiril) 
nikotinnitrila (spojina 3h) ................................................................................... 25 
4.2.3. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-(4-oksopiperidin-1-il)stiril)nikotinnitrila 
(spojina 3i) .......................................................................................................... 26 
4.2.4. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-morfolinostiril)nikotinnitrila (spojina 3j) .. 27 
 IV 
 
4.2.5. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-(piperidin-1-il)stiril)nikotinnitrila 
(spojina 3k) ......................................................................................................... 27 
4.3. Sinteza derivatov spojine 4g ..................................................................................... 28 
4.3.1. Splošni postopek sinteze spojin 4a–4g ............................................................... 28 
4.3.1.1. Sinteza (E)-3-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-
il)piridina (spojina 4a) ................................................................................... 29 
4.3.1.2. Sinteza (E)-3-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4b) .................................................................. 30 
4.3.1.3. Sinteza (E)-3-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4c) .................................................................. 30 
4.3.1.4. Sinteza (E)-3-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4d) .................................................................. 31 
4.3.1.5. Sinteza (E)-(4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-
[1,1'-bifenil]-4-il)metanola (spojina 4e) ........................................................ 32 
4.3.1.6. Poskus sinteze (E)-4’-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-
dimetil-[1,1'-bifenil]-4-karbaldehida (spojina 4f) ......................................... 32 
4.3.1.7. Sinteza (E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetraol-5-il)piridina 
(spojina 4g) .................................................................................................... 33 
4.3.2. Poskus sinteze (E)-1-(4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-
dimetilfenil)piperidin-4-ola (spojina 4h) ............................................................ 33 
4.4. Sinteza (E)-5-(4-furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinamida (spojina 5) ................... 34 
4.5. Sinteza (E)-5-(4-(furan-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinske kisline (spojina 6) .............. 35 
4.6. Poskus sinteze (E)-5-(4-furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinamida (spojina 7) ........ 36 
4.7. Poskus sinteze (E)-(5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)piridin-3-il)metanamina 
(spojina 8) ................................................................................................................. 36 
4.7.1. Postopek A .......................................................................................................... 36 
4.7.2. Postopek B .......................................................................................................... 37 
4.8. Poskus sinteze (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinimido hidrazid 
(spojina 9) ................................................................................................................. 37 
4.8.1. Postopek A .......................................................................................................... 37 
4.8.2. Postopek B .......................................................................................................... 38 
4.9. Poskus sineteze metil (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril) nikotinimidata 
(spojina 10) in terc-butil (E)-2-((5-(4-(furan-2-il)-2,6,-dimetilstiril)piridin-3-
il)(imino)metil)hidrazin-1-karboksilata (spojina 11) ............................................... 39 
5. Rezultati in razprava ...................................................................................................... 40 
5.1. Komentar sinteznih postopkov ................................................................................. 40 
5.1.1. Sklopitvene reakcije, sinteza spojin 1–3k ........................................................... 40 
5.1.1.1. Sinteza osnovnega skeleta, spojina 1 in 2 ..................................................... 40 
5.1.1.2. Suzuki sklopitev, sinteza spojin 3a–3g ......................................................... 43 
 V 
 
5.1.1.3. Buchwald Hartwigova sklopitev, sinteza spojin 3h–3k ................................ 44 
5.1.2. Sinteza spojin 4a–4h ........................................................................................... 45 
5.1.3. Hidroliza nitrila do amida in karboksilne kisline, sinteza spojin 5 in 6 ter 
poskus sinteze spojine 7 ...................................................................................... 46 
5.1.4. Redukcija nitrilne skupine do aminskega derivata, poskus sinteze spojine 8 .... 47 
5.2. Rezultati in komentar biokemijskega vrednotenja ................................................... 47 
6. Sklep ............................................................................................................................... 52 
7. Viri in literatura .............................................................................................................. 53 
 
  
 VI 
 
Kazalo slik 
Slika 1: Struktura celične stene Gram pozitivnih (G+) in Gram negativnih bakterij (G–) 
(Prirejeno po (8)). ........................................................................................................ 7 
Slika 2: Biosintezna pot peptidoglikana. Pot vključuje tri faze: (i) citoplazemske korake, 
ki vodijo do peptidoglikanskega prekurzorja UDPMurNAc-pentapeptida; (ii) 
lipidne stopnje, ki vključujejo lipidni nosilec undekaprenil fosfat; in (iii) 
polimerizacijo in premreževanje celične stene na celični površini. (Prirejeno (9)). ... 8 
Slika 3: Tridimenzionalne strukture ligaz Mur. (a) Odprta oblika Haemophilus influenzae 
MurC brez liganda. (b) Zaprta oblika kompleksa Escherichia coli MurD z UDP-
MurNAc-L-Ala, ADP in Mg2+. (c) Zaprta oblika Escherichie coli MurE, 
kompleksiran z UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-mezo-A2pm. (d) Zaprta oblika 
Streptococcus pneumoniae MurF s sulfonamidnim zaviralcem. N-terminalni del 
je prikazan z zeleno, centralni del z modro in C-terminalni z rumeno. Ligandi so 
prikazani z vijolično barvo. Mg2+ ioni so prikazani v (b) kot črne pike. Črne 
puščice v (a) prikazujejo smer gibanja N- in C-terminalne domene ob odhodu z 
odprtega v zaprto stanje. (Prirejeno po (11)). ............................................................ 10 
Slika 4: Multipli zaviralci ligaz Mur (Prirejeno po (13)). ........................................................ 12 
Slika 5: Načrt sinteze novih potencialnih zaviralcev ligaz MurC–F. ...................................... 14 
Slika 6: Struktura barvila malahit zeleno ................................................................................. 16 
Slika 7: Reagenti in pogoji: (a) tributilvinil stanan, LiCl, DMF, Pd(PPh3)4, 90 °C; (b) 5-
bromo-2-iodo-1,3-dimetilbenzen, Pd2dba3, TEA, P(o-tol)3, DMF, 95 °C. ................ 41 
Slika 8: Splošni postopek Stillejevega sklapljanja................................................................... 41 
Slika 9: Katalitični cikel Stillejeve sklopitve ........................................................................... 42 
Slika 10: Splošni postopek Heckove sklopitve ........................................................................ 42 
Slika 11: Katalitični cikel Heckove sklopitve .......................................................................... 43 
Slika 12: Potek sklopitve Suzuki ............................................................................................. 44 
Slika 13: Osnovni katalitični cikel Suzuki sklopitve ............................................................... 44 
Slika 14: Potek sklopitve Buchwald-Hartwig .......................................................................... 45 
Slika 15: Katalitični cikel sklopitve Buchwald-Hartwig ......................................................... 45 
Slika 16: Sinteza derivatov spojine 4g ..................................................................................... 46 
Slika 17: Kisla hidroliza nitrilne skupine................................................................................. 46 
Slika 18: Bazična hidroliza nitrilne skupine ............................................................................ 47 
Slika 19: Mehanizem redukcije nitrilne skupine ..................................................................... 47 
 VII 
 
Kazalo tabel 
Tabela 1: Substituenti pri sintezi derivatov spojine 2 .............................................................. 21 
Tabela 2: Substituenti pri sintezi derivatov spojine 4g ............................................................ 28 
Tabela 3: Reakcije sklapljanja ................................................................................................. 40 
Tabela 4: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih spojin .......................................... 49 
  
 VIII 
 
Povzetek 
Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine postaja vse večji zdravstveni problem. 
Glavna razloga za to sta neustrezna uporaba protibakterijskih učinkovin in upočasnjen razvoj 
novih protibakterijskih učinkovin. Zaradi tega sta potrebna razvoj in sinteza novih 
protibakterijskih učinkovin. V raziskavah se je pokazalo, da predstavljajo encimi, ki sodelujejo 
v znotrajceličnih stopnjah biosinteze peptidoglikana, velik potencial za razvoj novih učinkovin. 
V magistrski nalogi smo raziskovali sinteze novih piridinostilbenskih zaviralcev od ATP 
odvisnih ligaz MurC–F, ki katalizirajo pripajanje peptidov na peptidno verigo prekurzorja 
peptidoglikana. Zaviralce smo načrtovali na osnovi strukture že znanega zaviralca, ki so ga pri 
testiranju knjižnice protein kinaznih zaviralcev na ligaze Mur odkrili raziskovalci na Fakulteti 
za farmacijo. Najprej smo zamenjali furanski obroč z različnimi aromatskimi fragmenti in 
sintetizirali pet novih zaviralcev MurC–F. Nato smo spremenili tetrazolni del molekule in 
pripravili še dva dodatna zaviralca MurC–F. 
Z zamenjavo furanskega fragmenta smo dobili zaviralec encimov MurC–F, ki je imel 
podobno delovanje kot izhodna spojina (spojina 4b). Tudi spojini 5 in 6, ki sta imeli spremenjen 
tetrazolni del, sta se izkazali kot dobra zaviralca ligaz MurC-F. 
Sintetizirane spojine so dobro izhodišče za nadaljnje sinteze in načrtovanje novih multiplih 
zaviralcev ligaz MurC-F. 
Ključne besede: protibakterijske učinkovine, piridinostilbenski zaviralci, MurC–F. 
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Abstract 
The bacterial resistance to antibiotics is becoming an increasing health problem. The main 
reasons are inappropriate use of antibiotics and the decreasing number of novel antibiotics. For 
this reason, the development and synthesis of new antibacterial agents is required. Studies have 
shown that enzymes involved in intracellular levels of peptidoglycan biosynthesis have a great 
potential for the development of new antibacterial agents. 
In our work we synthesized new pyridinostylbene inhibitors of ATP dependent MurC–F 
ligases, which catalyses the addition of peptides to peptidoglycan precursor. A new series of 
inhibitors was designed and synthesized, based on the structure of the known inhibitor, which 
was identified in the screening of the library of protein kinase inhibitors against Mur ligases at 
the Faculty of Pharmacy. First, we replaced the furan ring with various aromatic fragments and 
synthesized five new MurC–F inhibitors. Additionally, the tetrazole moiety of the molecule 
was changed, and two additional MurC–F inhibitors were synthesized.  
By replacing the furan fragment, a MurC–F enzyme inhibitor was obtained which had 
similar activity to the starting compound (compound 4b). Pyridinostylbene derivatives with 
altered tetrazole moiety 5 and 6 were also proven to be good inhibitors. 
Synthesized derivatives provide a good starting point for further synthesis and design of 
multiple inhibitors of the MurC-F ligases. 
Key words: antibacterial agents, pyridinostilbene inhibitors, MurC–F. 
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1. Uvod 
1.1. Protibakterijske učinkovine 
Protibakterijska učinkovina je vsaka učinkovina, ki zavira rast (bakteriostatično delovanje) 
ali uniči bakterije (bakteriocidno delovanje). Glede na izvor jih delimo na učinkovine 
naravnega, polsinteznega in sinteznega izvora. Največja prednost protibakterijskih učinkovin 
je selektivna toksičnost, pri kateri učinkovina deluje toksično proti tarčnim mikroorganizmom, 
hkrati pa ne predstavlja tveganja za gostiteljske celice. Selektivno toksičnost lahko ponazorimo 
s kemoterapevtskim indeksom, ki primerja minimalni učinkoviti odmerek učinkovine z 
maksimalnim odmerkom, ki je varen za gostitelja. Kemoterapevtski indeks je kasneje 
nadomestil terapevtski indeks, ki primerja odmerek učinkovine, ki pri polovici populacije 
izzove pričakovan terapevtski odziv z odmerkom, ki pri polovici populacije izzove smrt. 
Uporaba protibakterijskih učinkovin za zdravljenje različnih bakterijskih okužb velja za 
prelomnico pri razvoju moderne medicine. Vendar pa je zaradi pretirane rabe že znanih in 
upočasnjenega razvoja novih protibakterijskih učinkovin, bakterijska odpornost postala vse 
večji problem (1,2). 
Še pred odkritjem obstoja bakterij so naši predniki uporabljali različna protibakterijska 
zelišča, napoje in druga sredstva kot npr. vino in med za preprečevanje širjenja bakterijskih 
okužb. Okoli leta 1670 je Antonie van Leeuwenhoek izumil mikroskop in posledično dokazal, 
da so bakterije enocelični organizmi. Kljub temu odkritju je trajalo še več kot stoletje, da so 
raziskovalci povezali bakterije z okužbami. Eden prvih zagovornikov bakterijske teorije 
bolezni je bil kirurg Joseph Lister. Lister je, kljub nasprotovanju, začel uporabljati fenol kot 
antiseptik in kemijski sterilizator za čiščenje operacijskih dvoran in oddelkov. V drugi polovici 
19. stoletja je nemškemu znanstveniku Robertu Kochu uspelo odkriti mikroorganizme, ki 
povzročajo tuberkulozo, kolero in tifus. Za očeta kemoterapije še vedno priznavamo poljskega 
zananstvenika Paula Ehrlicha. Ehrlich je leta 1910 uspešno sintetiziral prvo sintetično 
protibaketrijsko učinkovino salvarsan. Kljub omejeni učinkovitosti proti različnim 
bakterijskim sevom, so salvarsan uspešno uporabljali za zdravljenje spalne bolezni in sifilisa 
do leta 1945, ko ga je nadomestil penicilin. Naslednjo protibakterijsko učinkovino, proflavin, 
so odkrili šele leta 1934. Proflavin so v 2. svetovni vojni uspešno uporabljali za zdravljenje 
globokih površinskih ran, vendar je bil za sistemsko uporabo preveč toksičen. Naslednje veliko 
odkritje je bilo spoznanje, da je rdeče barvilo prontosil učinkovito proti streptokoknim 
okužbam in vivo. Prontosil poznamo kot predučinkovino za razred protibakterijskih učinkovin, 
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ki jih uporabljamo še danes, to so sulfonamidi. Ti so prvi in edini razred učinkovin, ki so bili 
učinkoviti proti sistemskim bakterijskim okužbam pred prihodom penicilina. Kljub odkritju 
penicilina so znanstveniki spoznali, da je potrebno odkriti čimveč protibakterijskih učinkovin, 
ker obstoječe znane učinkovine niso delovale proti vsem bakterijskim sevom. V letih, ki so 
sledila, so tako odkrili vrsto protibakterijskih učinkovin: streptomicin (1944), kloramfenikol 
(1947), klortetraciklin (1948), eritromicin (1948), cefalosporin C (1955), izoniazid (1952) in 
ciprofloksacin (1987) (1,2,3). 
1.2. Mehanizmi protibakterijskega delovanja 
Poznamo 5 glavnih mehanizmov delovanja protibakterijskih učinkovin. 
• Zaviranje celičnega metabolizma: protibakterijske učinkovine, ki zavirajo celični 
metabolizem, imenujemo antimetaboliti. Ti zavirajo metabolizem mikroorganizmov - 
prokariontov, ne pa tudi gostiteljskih celic (evkariontov). Zaviranje je selektivno, saj 
učinkovine zavirajo encimsko katalizirano reakcijo, ki poteka v bakterijski celici ne pa 
tudi v živalskih celicah. Najbolj znani predstavniki te skupine učinkovin so 
sulfonamidi. Selektivnost je mogoča tudi na encimih, ki so prisotni tako v bakterijskih 
kot tudi evkariontskih celicah, če so med njimi signifikantne strukturne razlike (1,2). 
• Drug princip protibakterijskega delovanja je interakcija s plazemsko membrano. 
Nekatere protibakterijske učinkovine interagirajo s plazemsko membrano bakterijske 
celice in tako spremenijo permeabilnost membrane. Predstavnika te skupine sta med 
drugim valinomicin in gramicidin A, ki delujeta kot ionofora in povzročata 
nekontrolirano gibanje K+ ionov preko celične membrane. Vendar pa sta obe učinkovini 
neuporabni za sistemsko aplikacijo, saj ne izkazujeta potrebne selektivnosti in delujeta 
toksično tudi na evkariontske celice (1,2). 
• Nekatere protibakterijske učinkovine z vezavo na ribosome in z zaviranjem različnih 
stopenj translacije zavirajo sintezo proteinov v bakteriji. Selektivna toksičnost je 
prisotna zaradi razlike v difuzijiski hitrosti preko celičnih barier bakterijske in 
evkariontske celice ali pa zaradi razlike v zgradbi ribosomskih tarč med obema tipoma 
celic. Bakterijske celice imajo 70S ribosome, ki so sestavljeni iz 30S in 50S podenot. 
Na podenoto 30S se veže mRNK, ki sproži sintezo proteinov. Podenota 50S se veže na 
kompleks 30S in mRNK ter veže tRNK. Uspešna vezava tRNK katalizira začetek 
graditve proteinske verige. Ribosomi evkariontskih celic so večji (80S) in so sestavljeni 
iz drugačnih podenot kot prokariontski 60S in 40S. Tudi strukturne razlike ribosomov 
obeh tipov celic so dovolj velike, da omogočijo zadostno selektivnost učinkovin. 
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Primeri učinkovin iz te skupine protibakterijskih učinkovin so streptomicin, tetraciklini, 
kloramfenikol, makrolidi, itd. Predstavnik makrolidnih protibakterijskih učinkovin, 
eritromicin, se veže na 50S podenoto bakterijskega ribosoma in inhibira translokacijo. 
Na enako mesto se vežejo tudi kloramfenikol in linkozamidi (1,2). 
• Četrta skupina protibakterijskih učinkovin zavira transkripcijo in podvajanje DNK ter 
tako prepreči podvajanje bakterijskih celic in/ali sintezo esencialnih proteinov. Eden 
bolj znanih predstavnikov te skupine je ciprofloksacin, ki zavira podvajanje DNK z 
zaviranjem encimov topoizomeraze. Selektivnot za G+ bakterijske celice je kar 1000-
krat večja v primerjavi z evkariontskimi celicami. Ciprofloksacin se uporablja 
predvsem za zdravljenje urinarnih, respiratornih okužb in okužb gastrointestinalnega 
trakta, kože, sklepov ter kosti. Uporablja se tudi pri gonoreji in septikemiji, zato spada 
med širokospektralne protibakterijske učinkovine (1,2). 
• Zadnja skupina protibakterijskih učinkovin zavira sintezo bakterijske celične stene. 
Celična stena bakterijam omogoča preživetje v spreminjajočih se pogojih okolja 
(spremembe pH, temperature in osmotskega pritiska). Brez stene bi zaradi osmotskega 
gradienta voda prosto vstopala v celico. Ker evkariontske celice nimajo celične stene, 
je ta popolna tarča za protibakterijske učinkovine. Stena ima peptidoglikansko 
strukturo, ki jo gradijo peptidne in sladkorne enote. Paralelne sladkorne enote so 
sestavljene iz N-acetilmaramske kisline (NAM) in N-acetilglukozamina (NAG). 
Peptidne verige se pripenjajo na NAM enote. Poleg L-amino kislin so prisotne tudi D-
amino kisline. V zadnji stopnji biosinteze celične stene se peptidne verige povežejo 
skupaj s pomočjo D-alanina na eni in glicina na drugi verigi. Najbolj znani predstavniki 
zaviralcev te skupine encimov so penicilini. Pencilini zavirajo zadnjo stopnjo 
biosinteze, ko se peptidne verige medsebojno povežejo s pomočjo D-alanina in glicina. 
Encim, ki je odgovoren za povezavo, se imenuje transpeptidaza. Transpeptidaza se 
nahaja na zunanji strani celične membrane. V aktivnem mestu ima serin in katalizira 
hidrolizo peptidne vezi. Serin deluje kot nukleofil, ki cepi peptidno vez med dvema 
enotama D-alanina. Ena enota D-alanina zapusti aktivno mesto, druga pa nanj ostane 
vezana. V bližino nato pride druga peptidna veriga s terminalnim glicinom, ki tvori vez 
z D-alaninom vezanim na aktivno mesto. Peniclin ima podobno konformacijo kot 
prehodno stanje obeh enot D-alanina. Pencilin se namesto D-alanina veže v aktivno 
mesto transpeptidaze in tako onemogoči vezavo D-alanina in glicina. Poleg tega je 
penicilin nizko toksičen za ljudi, saj v človeškem telesu ni D-amino kislin in zatorej ni 
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encimov, ki bi prepoznali podobno konformacijo penicilina in D-amino kislin. Ostale 
protibakterijske učinkovine z delovanjem na sintezo bakterijske celične stene 
vključujejo cefalosporine, vankomicin, D-cikloserin in teikoplanin (1,2). 
1.3.  Bakterijska odpornost 
Zdravljenje bakterijskih okužb postaja problematično, ker bakterije sčasoma razvijejo 
odpornost na protibakterijske učinkovine. Takoj, ko protibakterijska učinkovina pride na 
tržišče in jo začnemo uporabljati v terapevtske namene, je pojav odpornosti le še vprašanje 
časa. Klinično pomembna odpornost se običajno pojavi v nekaj mesecih ali letih po začetku 
uporabe protibakterijske učinkovine. Penicilinsko odpornost so prvič zabeležili že po dveh letih 
uporabe. Ta časovna doba je tipična za bakterijske učinkovine, ki delujejo na eno tarčno mesto, 
saj se bakterije lažje prilagodijo in mutirajo eno tarčno mesto kot več hkrati. Vankomicin je 
ena od učinkovin, ki se uporablja kot rezervna protibakterijska učinkovina. To pomeni, da se 
uporablja le v primerih, ko nobena druga učinkovina ne zaustavi bakterijske okužbe. Kljub 
temu pa so že leta 1987 prvič zabeležili vankomicin odporne enterokokne bakterijske seve 
(VRE) in leta 1996 S. Aureus odporne seve (VRSA). V naslednjih letih se je odpornost le še 
širila. Od odkritja in začetka uporabe vankomicina do pojava odpornosti VRE je minilo 29 let. 
Daljše obdobje do pojava odpornosti lahko pripišemo dejstvu, da so morale za klinično uspešno 
odpornost bakterije mutirati pet genov hkrati in ne samo enega kot pri penicilinu (1,4,5). 
Raziskovalci ocenjujejo, da je sedaj že približno 60 % sevov S. pneumoniae odpornih na 
betalaktamske učinkovine in okoli 60 % sevov S. aureus odpornih na meticilin. Hiter 
generacijski čas bakterij in intrinzična hitrost mutacije bakterij 1 na 107 pomenita, da se pri 
okužbi z 1010 bakterijami, teoretično pojavi 1000 mutiranih bakterij. Če je le ena od teh 1000 
mutiranih bakterij odporna na dano protibakterijsko učinkovino, se bo ta bakterija prosto 
razmnožila po organizmu, saj je protibakterijska učinkovina poskrbela za uničnje ostalih 
(neodpornih) bakterij. Hitra delitev bakterij in prenašanje odpornih genov preko plazmidov sta 
odgovorna za hitro širjenje odpornosti med bakterijami. Za pojav odpornih sevov so odgovorni 
tudi bolniki, ki ne upoštevajo navodil za jemanje protibakterijskih učinkovin. Pri predčasni 
prekinitvi zdravljenja v telesu ostane veliko število bakterij, proti katerim se mora posledično 
organizem sam braniti. To omogoča dodatno širjenje potencialno mutiranih bakterij. 
Raziskovalci predvidevajo, da je ravno neodgovorna uporaba protibakterijskih učinkovin kriva 
za nastanek novega seva tuberkuloze, odpornega na več protibakterijskih učinkovin hkrati 
(MDR-TB). Sevi MDR-TB so odporni na obstoječe protibakterijske učinkovine, ki se 
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uporabljajo pri zdravljenju tuberkuloze (izoniazid, rifampicin) in so deloma odporni na 
streptomicin in etambutol (1,4). 
Okvirno lahko razloge za pojav odpornosti razdelimo v dve skupini. Prva vključuje 
mutacije same bakterije, ki se dogajajo spontano in le nekatere izmed mutiranih bakterij 
postanejo zaradi te mutacije tudi odporne na posamezne protibakterijske učinkovine. V drugi 
skupini pa so bakterije, ki so odpornost pridobile s prenosom genetske informacije med 
bakterijskimi celicami. Glavna načina za prenos sta transdukcija in konjugacija. Pri transdukciji 
se majhne enote genetske informacije (plazmidi) z bakteriofagi prenašajo med bakterijami. Ti 
zapustijo odporno bakterijo in okužijo neodporno bakterijo. Na ta način se prenaša gen za 
nastanek encima betalaktamaze, ki je odgovoren za penicilinsko odpornost. Pri konjugaciji pa 
se genetski material prenaša neposredno med celicami. Ta način je bolj pogost pri G– bakterijah 
(1). 
Za tetracikline in eritromicin je značilna odpornost, ki se pojavi zaradi prisotnoti 
membranskih proteinov, ki delujejo kot iztočne črpalke. Učinkovina se ne more akumulirati v 
celici, ker jo črpalka sproti črpa iz celice. Iztočne črpalke, ki sodelujejo pri odpornosti, so 
podobne membranskim črpalkam, ki jih vse bakterije uporabljajo za prečkanje lipofilnih in 
amfifilnih molekul v in iz celice. Nekatere bakterije, ki same proizvajajo protibakterijske 
učinkovine, uporabljajo te črpalke za sprotno črpanje protibakterijskih učinkovin iz celice (4). 
Zgoraj opisani mehanizem preprečuje akumulacijo protibakterijske učinkovine v celici, 
vendar pa ne spremeni same strukture protibakterijske učinkovine. Klasičen primer tega 
mehanizma je deaktivacija betalaktamskih protibakterijskih učinkovin (penicilinov in 
cefalosporinov) z encimi betalaktamazami. Betalaktamaze hidrolizirajo štiričlenski obroč 
betalaktamskih protibakterijskih učinkovin in tako preprečijo njihovo vezavo na 
transpeptidaze. Celice, ki vsebujejo gen za nastanek betalaktamaz, sprostijo encim v 
periplazmo in tako preprečijo stik protibakterijske učinkovine s transpeptidazo. Vsaka 
molekula encima betalaktamaze lahko hidrolizira 103 molekul penicilina na sekundo. To 
pomeni, da lahko 105 nastalih molekul betalaktamaz v celici onesposobi 100 milijonov molekul 
penicilina na sekundo (4). 
Bakterije lahko odpornost razvijejo tudi s spremembo tarčnega mesta, na katerega se veže 
protibakterijska učinkovina. Ta način odpornosti lahko opazimo v bakterijah odpornih na 
eritromicin. Poleg prisotnosti iztočnih črpalk, imajo bakterije tudi mono ali dimetilirane 
adeninske ostanke A2058 v peptidil transferazni zanki 23S RNK ribosoma. Ta modifikacija je 
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mogoča zaradi prisotnosti metil transferaznega encima Erm. Erm ne ovira biosinteze 
bakterijskih proteinov, vendar pa z metiliranjem oslabi afiniteto eritromicina in drugih 
učinkovin s podobnim delovanjem na RNK. Mehanizem rezistence z encimom Erm je glavni 
razlog za obstoj eritromicin odpornega seva S. aureus (4). 
Neizogibnost pojava odpornosti bakterij na obstoječe protibakterijske učinkovine je razlog 
za nujnost razvoja novih protibakterijskih učinkovin. Že znani mehanizmi odpornosti lahko 
pomagajo pri razvoju novih učinkovin, ki bodo imele daljšo dobo uporabe pred pojavom 
klinično pomembne odpornosti. Pri načrtovanju in sintezi novih učinkovin se znanstveniki 
osredotočajo predvsem na iskanje novih potencialnih bakterijskih tarč in na sintezo učinkovin, 
ki delujejo na več tarč hkrati. Delovanje na večje število tarč oz. na tarčo, ki je kodirana z več 
geni, upočasni pojav odpornosti, saj mora bakterija pridobiti več mutacij hkrati (1,6). 
1.4.  Bakterijska celica 
Odkritje in uporaba protibakterijskih učinkovin je eden največjih uspehov medicine v boju 
proti bakterijskim okužbam. Učinkovitost protibakterijskih učinkovin lahko v veliki meri 
pripišemo selektivnosti le-teh. Razlike v zgradbi in delovanju bakterijskih (prokarintskih) in 
živalskih (evkariontskih) celic so razlog za uspešno selektivnost delovanja protibakterijskih 
učinkovin. Pri načrtovanju in sintezi potencialnih protibakterijskih učinkovin izkoriščamo med 
drugim tudi razlike v zgradbi in delovanju prokariontskih ter evkariontskih celic. Bakterijske 
celice za razliko od evkariontskih nimajo celičega jedra, mitohondrijev in endopazemskega 
retikuluma. Razlike so tudi v biokemijskem delovanju. Bakterijska celica mora sintetizirati 
esencialne vitamine, ki jih evkariontske lahko pridobijo s hranili. Posledično imajo bakterijske 
celice potrebne encime za katalizo teh reakcij, ki jih evkariontske nimajo. Bakterijske celice 
imajo tako celično membrano kot tudi celično steno. Celična stena je ključna za preživetje 
bakterij v okolju, kjer se pogoji stalno spreminjajo (1,2). 
1.4.1. Celična stena 
Celična stena bakterij deluje kot zaščitna plast in je odgovorna za obliko organizma. 
Bakterije so razdeljene v dve glavni skupini: G+ bakterije in G– bakterije, glede na njihovo 
reakcijo na barvanje po Gramu. Metoda barvanja po Gramu je poimenovana po njegovem 
izumitelju, danskemu znanstveniku Hansu Christianu Gramu (1853–1938). Različni bakterijski 
odzivi na postopek barvanja so posledica razlik v strukturi celične stene. G+ organizmi 
običajno nimajo zunanje membrane, ki jo najdemo v G– organizmih,medtem ko do 90 % mase 
njihove celične stene predstavlja peptidoglikan. G– bakterije imajo relativno tanko celično 
steno, sestavljeno iz nekaj plasti peptidoglikana (le 10 % mase celotne celične stene), ki jo 
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obdaja zunanja membrana, ki vsebuje lipopolisaharide in lipoproteine (7). Na sliki 1 so 
prikazane stukturne razlike v zgradbi celične stene G+ in G– bakterij. 
 
Slika 1: Struktura celične stene Gram pozitivnih (G+) in Gram negativnih bakterij (G–) 
(Prirejeno po (8)). 
1.4.2. Sinteza peptidoglikana 
Biosinteza peptidoglikanskega sloja bakterijske celične stene je validirana tarča za razvoj 
novih protibakterijskih spojin. Validirana tarča v tem primeru pomeni, da so na trgu že prisotne 
učinkovine, za katere je dokazano, da delujejo protibakterijsko zaradi zaviranja biosinteze 
peptidoglikana. Zaviranje biosinteze peptidoglikana je tudi mesto delovanja klinično 
pomembnih betalaktamskih in glikopeptidnih protibakterijskih učinkovin. Povečana odpornost 
med bakterijami, ki povzročajo smrtno nevarne okužb, je povzročila potrebo po iskanju novih 
učinkovin, ki zavirajo biosintezo bakterijske celične stene. Razvoj protibakterijskih zdravil se 
je v 90. letih prejšnjega stoletja osredotočal predvsem na G+ patogene, kot je meticilin odporna 
S. aureus (MRSA) in S. pneumoniae. Zaradi pojava visoko odpornih sevov G– bakterij, zlasti 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii in E. coli, so v 
zadnjem času raziskave osredotočene na tarče v G– organizmih. Peptidoglikanska struktura v 
celični steni je prisotna pri G– in G+ bakterijah, zato je biosinteza peptidoglikana privlačna 
tarča za razvoj protibakterijskih učinkovin širokega spektra (9). 
Kemična sestava peptidoglikanskega sloja je podobna v G+ in G– bakterijah, čeprav je v 
G+ bakterijah bistveno bolj zamrežena in posledično debelejša od peptidoglikana v G– 
bakterijah. Osnovna peptidoglikanska struktura je sestavljena iz glikanskih verig, ki so 
povezane s kratkimi križno vezanimi polipeptidi. Biosinteza peptidoglikana je večstopenjski 
proces, ki obsega tri glavne faze, in sicer nastajanje UDP-N-acetilmuramske kisline 
(UDPMurNAc), dodajanje kratke polipeptidne verige na laktilno stransko verigo 
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UDPMurNAc, transport te enote skozi citoplazemsko membrano in vključitev v rastočo plast 
peptidoglikana. Na sliki 2 je prikazana biosinteza peptidoglikana (10). 
Prvi citoplazmatski korak biosinteze peptidoglikana katalizira enolpiruvil transferaza 
MurA, čemur sledijo flavin-odvisna reduktaza MurB in ATP-odvisne ligaze MurC, MurD, 
MurE in MurF. Ligaze MurC–F dodajo laktilni stranski verigi UDP-MurNAc peptide L-alanin, 
D-glutaminsko kislino, mezo-diaminopimelno kislino (m-DAP) ali L-lizin in D-Ala-D-Ala. 
Rentgenske kristalne strukture encimov MurC–F razkrivajo strukturne podobnosti med njimi. 
Zato so potencialne tarče za protibakterijske učinkovine, ki bi delovale na več encimov hkrati 
in bi tako upočasnili nastanek bakterijske odpornosti (10). 
 
Slika 2: Biosintezna pot peptidoglikana. Pot vključuje tri faze: (i) citoplazemske korake, ki 
vodijo do peptidoglikanskega prekurzorja UDPMurNAc-pentapeptida; (ii) lipidne stopnje, ki 
vključujejo lipidni nosilec undekaprenil fosfat; in (iii) polimerizacijo in premreževanje 
celične stene na celični površini. (Prirejeno (9)). 
1.4.3. Mur ligaze 
Pri odkrivanju protibakterijskih učinkovin so raziskovalci namenjali pozornost predvsem 
poznim fazam biosinteze peptidoglikana, ki jih katalizirajo transpeptidaze ter jih zavirajo 
pomembne protibakterijske učinkovine, kot so penicilini in cefalosporini. V zadnjem času pa 
so pozornost usmerili tudi na citoplazemske stopnje biosinteze peptidoglikana, še posebej v 
smeri Mur encimov. Encimi Mur, MurA–F, katalizirajo zadnjih šest korakov v tvorbi končnega 
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citoplazmatskega predhodnika biosinteze peptidoglikana UDP-MurNAc-pentapeptida. MurA 
in MurB katalizirata tvorbo UDP-N-acetil muraminske kisline (UDP-MurNAc) iz UDP-N-
acetil glukozamina (UDP-GlcNAc). Najprej MurA katalizira prenos enolpiruvata iz 
fosfoenolpiruvata do UDP-GlcNAc. Nato nastali produkt UDP-GlcNAc-enolpiruvat reducira 
MurB. V naslednjih korakih Mur ligaze (MurC–F) katalizirajo postopno sestavljanje 
peptidnega dela peptidoglikana (11). 
Ligaze MurC–F so odlične protibakterijske tarče, saj so nujne za sintezo peptidoglikana pri 
bakterijah, hkrati pa niso prisotne v evkariontskih celicah. Spadajo v družino amidnih ligaz, ki 
katalizirajo tvorbo peptidne ali amidne vezi s hkratnim oblikovanjem ADP in Pi iz ATP. Njihov 
mehanizem delovanja so z ugotavljanjem aminokislinskega zaporedja, testi analognih 
zaviralcev v prehodnem stanju in z določanjem kristalnih struktur. Na sliki 3 so prikazane 
tridimenzionalne strukture ligaz MurC–F. Poleg ugotovitve, da je 10–20 % aminokislinskega 
zaporedja vseh štirih ligaz identičnega, so raziskovalci tudi dokazali, da imajo ligaze Mur tri 
skupne značilnosti (11): 
• reakcijski mehanizem sestavljen iz aktivacije karboksilne skupine UDP-prekurzorja z 
ATP, kar generira acil fosfatni intermediat in ADP. Nato sledi nukleofilni napad amino 
skupine pripenjajoče se aminokisline na acil fosfatni intermediat, kar vodi do tvorbe 
visokoenergetskega tetraedrskega intermediata, ki se sčasoma razgradi v amid ali 
peptid in Pi (11). 
• serija šestih ohranjenih ostankov ATP-vezavne sekvence. Ta ugotovitev je privedla do 
opredelitev ligaz Mur kot nove družine encimov (11). 
• ligaze MurC–F so sestavljene iz enakih tridimenzionalnih struktur v treh domenah, kot 
je razvidno iz kristalografskih študij. N-terminalna domena je vključena v vezavo UDP-
prekurzorja, osrednja domena v vezavo ATP, in C-terminalna domena v vezavo amino 
kisline ali dipeptida. Medtem ko so topologije osrednjega in C-terminalnega področja 
med Mur ligazami podobne, so pri N-terminalnih domenah razlike, med MurC in MurD 
na eni strani ter MurE in MurF na drugi strani. Te razlike so povezane z velikostjo 
UDP-prekurzorskih substratov (11). 
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Slika 3: Tridimenzionalne strukture ligaz Mur. (a) Odprta oblika Haemophilus influenzae 
MurC brez liganda. (b) Zaprta oblika kompleksa Escherichia coli MurD z UDP-MurNAc-L-
Ala, ADP in Mg2+. (c) Zaprta oblika Escherichie coli MurE, kompleksiran z UDP-MurNAc-
L-Ala-y-D-Glu-mezo-A2pm. (d) Zaprta oblika Streptococcus pneumoniae MurF s 
sulfonamidnim zaviralcem. N-terminalni del je prikazan z zeleno, centralni del z modro in C-
terminalni z rumeno. Ligandi so prikazani z vijolično barvo. Mg2+ ioni so prikazani v (b) kot 
črne pike. Črne puščice v (a) prikazujejo smer gibanja N- in C-terminalne domene ob odhodu 
z odprtega v zaprto stanje. (Prirejeno po (11)). 
1.4.4. Multipli zaviralci ligaz MurC–F 
Individualno usmerjeni zaviralci ligaz Mur bi za močan učinek na rast bakterij in njihovo 
preživetje morali močno zavirati posamezen encim. Za doseganje bakteriostatičnega in 
bakteriocidnega učinka bi zaviralci več encimov morali delno zavirati več encimov. Prednost 
slednjih zaviralcev je predvsem manjša verjetnost razvoja tarčno usmerjene odpornosti, ker bi 
se mutacije, ki povzročajo odpornost, morale hkrati pojaviti v številnih tarčnih genih v eni 
bakterijski generaciji. Kljub teoretično počasnejšemu razvoju odpornosti, je sam razvoj 
zaviralca več encimov bistveno težji, ker moramo načrtovati molekule, ki delujejo na več 
encimov hkrati. Pri sintezah analogov potencialnih zaviralcev tvegamo, da se pri spremembi 
molekule, zmanjša delovanje na enem ali več encimih. Hkrati je potrebno pri razvoju 
upoštevati, da mora imeti sintetizirana spojina primerne lastnosti za vgradnjo v dostavni sistem 
za aplikacijo. Zaviralci več encimov ligaz Mur lahko delujejo na UDP ali ATP vezavno mesto, 
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lahko posnemajo tetraedrični adukt, ki je vključen v katalitični mehanizem, ali pa posegajo v 
konformacijske spremembe, tako da lovijo Mur ligaze v neaktivnem odprtem stanju ali jih 
omejujejo v zaprti obliki (12). 
Pri obsežnih raziskavah potencialnih multiplih zaviralcev ligaz Mur so raziskovalci iz 
Wyetha našli več kot 20 derivatov 2-fenil-5,6-dihidro-2H-tieno[3,2-c]pirazol-3-ola kot 
multiplih zaviralcev ligaz MurC–F (13). Te spojine so se izkazale za učinkovite multiple 
zaviralce ligaz MurB, C in D na encimih iz S. aureus. Spojine s podobnimi sturukturnimi 
lastnostmi izkazujejo zaviralno aktivnost tudi proti G+ bakterijskim sevom kot so MRSA, VRE 
in PRSP. Raziskovalci iz iste skupine so odkrili tudi spojino pulvinamid, ki predstavlja osnovo 
za sintezo več kot 180 derivatom, ki potencialno zavirajo MurA–D. Na sliki 4 so prikazani 
nekateri multipli zaviralci ligaz Mur. Spojina C je pokazala dobro uravnoteženo zavirano 
aktivnost vseh ligaz Mur (vrednosti IC50 od 1 do 6 µg/mL). Večina teh derivatov ima tudi 
protibakterijsko delovanje proti G+ organizmom, vključno z MRSA, VRE in sevi PRSP. Poleg 
tega so Wyethove študije identificirale tudi naftiltetrone kot multiple zaviralce ligaz MurA–E 
z IC50 vrednostmi v mikromolarnem območju. Spojina D je pokazala najbolj uravnoteženo 
zaviralno aktivnost pri  MurA-E. Ta spojina je pokazala tudi dobro protibakterijsko aktivnost 
proti E. coli in S. aureus, z MIK 2 µg/mL na E. coli in 1–2 µg/mL na S. aureus. Leta 2009 so 
bili razviti fosforilirani hidroksietilamini kot zaviralci MurC–F. Te spojine predstvljajo 
obetavne zadetke za nadaljnjo strukturno optimizacijo multiplih zaviralcev Mur ligaz. 
Delovanje Mur ligaz MurC–F zavirajo primikromolarnih koncentracijah; med njimi je spojina 
E pokazala najbolj uravnoteženo inhibicijo vseh štirih Mur encimov. Nedavno je bilo 
sintetiziranih več hidroksi-substituiranih 5-benzilidenetiazolidin-4-onov, za katere se je 
izkazalo, da so multipli zaviralci ligaz Mur. Najmočnejši od teh (spojina F) je bil aktiven proti 
MurD–F ligazam, z dobro uravnoteženimi IC50 vrednostmi (med 2 µM in 6 µM). Na žalost 
spojina F in druge podobne šibko ali sploh ne zavirajo rasti bakterij in vitro (MIK > 128 µg/ml) 
(13). 
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Slika 4: Multipli zaviralci ligaz Mur (Prirejeno po (13)). 
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2. Namen dela 
Cilj magistrskega dela je sinteza in biološko testiranje aktivnosti novih spojin s 
piridinostilbenskim skeletom, s pomočjo katerih bomo bolje razumeli povezavo med strukturo 
in zaviralnim delovanjem te skupine zaviralcev na ligaze MurC–F. 
V predhodnih raziskavah na Fakulteti za farmacijo so pri testiranju knjižnice protein 
kinaznih zaviralcev, ki imajo tudi ATP vezavno mesto, odkrili nekaj spojin, ki so zavirale Mur 
ligaze. Kot najboljši zaviralec je bila odkrita spojina (Z)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-
(1H-tetrazol-5-il)piridin (spojina 4g), ki nam bo služila kot osnova za nadaljne raziskave. Na 
podlagi te spojine bomo naredili analoge, s pomočjo katerih bomo preverili odnos med 
strukturo in zaviralnim delovanjem na encime ligaz Mur. Analogi spojine 4g, ki jih bomo 
poskušali sintetizirati so prikazani na sliki 5. 
 Najprej bomo spojini 4g pripeli različne arilne in alkilne fragmente na mesto, kjer je 
sedaj ciano fragment. Nato bomo preverili tudi vpliv furanskega fragmenta in le-tega zamenjali 
z različnimi arilnimi funkcionalnimi skupinami. Vse nove spojine bomo encimsko ovrednotili 
in preverili vpliv zamenjav na zaviralno delovanje spojin. 
Predhodno so biokemijsko ovrednotili le delovanje spojine 4g na MurF ligazo, mi pa bomo 
testirali delovanje osnovne spojine (4g) kot tudi novo sintetiziranih še na encimih MurC, D in 
E. Spojinam, ki bodo pokazale najboljšo zaviralno aktivnost, bomo določili še IC50 vrednost.  
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Slika 5: Načrt sinteze novih potencialnih zaviralcev ligaz MurC–F.  
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali 
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali reagente in topila različnih proizvajalcev (Acros, 
Sigma, Fluka, Apollo Scientific, Merck) brez predhodne obdelave (14). 
3.2. Metode 
• Kromatografske metode 
Za TLC smo uporabljali plošče TLC Silica gel 60 F254 proizvajalca Merck z 0,20 mm 
debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 × 20 cm z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem ter mobilne faze navedene pri posameznih spojinah. Za detekcijo 
spojin na kromatografskih ploščah smo uporabili UV svetlobo (λ = 254 nm in λ = 366 nm) in 
različne orositvene reagente (ninhidrin, bromkrezol zeleno) pripravljene kot ustrezne raztopine 
(14).  
Za čiščenje produktov smo uporabili »flash« kolonsko kromatografijo (v nadaljevanju 
kolonska kromatografija). Stacionarna faza je bil silikagel 60 z velikostjo delcev 0,04–0,063 
mm (Merck), mobilne faze pa so bile različne in so navedene pri opisih postopkov sinteze in 
čiščenja (14). 
Analitsko HPLC smo izvedli na sistemu Agilent Technologies HP 1100 z G1365B UV-
VIS detektorjem (220 in 254 nm). Uporabili smo kolono Luna C18 (4,6 × 250 mm) 
termostatirano na 25 °C. Hitrost pretoka mobilne faze je bila 1 mL/min, volumen injiciranja pa 
10 µL. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v bidestilirani vodi 
(pridobljena z Millipore Advantage A10 sistemom) in acetonitrila. Gradient je bil 10 % do 90 
% acetonitrila v 19 minutah (14). 
• Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): NMR spektre so posneli na Bruker Avance III 400 
MHz spektrometru na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranih 
topilih CDCl3, DMSO-d6 in TFA-d.  Kot interni standard smo uporabili TMS. Kemijske 
premike (δ) smo podali v »parts per million« (ppm) glede topilo. Spektre smo obdelali s 
programoma MestRe-C (MASTERLAB RESEARCH SL.) in NMRnotebook 2.70 (NMRTEC 
S.A.S.) (14). 
Infrardeča spektroskopija: Spektre IR smo posneli na spektrometru Perkin-Elmer, FT-IR 
System, Spectrum BX na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani (14). 
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Masna spektroskopija: Masne spektre so posneli na masnih spektrometrih Advion 
Expression CMS (Advion) in Q Executive Plus LC-MS/MS sistemu (Thermo Scientific) z  ESI tehniko 
na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani (14). 
• Določanje temperatur tališč 
Temperature tališča spojin smo določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 
Leica na Fakulteti za farmacijo in so nekorigirana (14). 
• Poimenovanje in risanje spojin 
Za poimenovanje spojin in risanje struktur smo uporabili računalniški program 
ChemBioDraw Ultra 11.0 proizvajalca Cambridge Soft. Sintezne postopke smo poiskali v 
podatkovni zbirki – raziskovalni aplikaciji SciFinder (14). 
• Ekstrakcije in spiranja 
Za ekstrakcije in spiranja reakcijskih zmesi smo uporabili nasičeni vodni raztopini NaCl in 
NaHCO3, 1 M in 0,1 M vodno raztopino NaOH in 1 M vodno raztopino HCl (14). 
• Biokemijsko testiranje 
Sintetizirane spojine smo biokemijsko ovrednotnotili z določitvijo njihove zaviralne 
aktivnosti na izoliranih encimih MurC–F. Ob nastanku vezi med karboksilno skupino UDP-
tripeptida in aminsko skupino dipeptida D-Ala-D-Ala pride do nastanka ADP in Pi. Sproščeni 
anorganski fosfat lahko določimo s testom na osnovi barvila malahit zeleno, ki je prikazano na 
Sliki 6 (15). 
 
Slika 6: Struktura barvila malahit zeleno  
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50 µL reakcijske zmesi za inkubacijo encima, je vsebovalo: 
• MurC 
pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 120 µM L-Ala, 120 µM 
UDP-MurNAc, 450 µM ATP, očiščen MurC in 100 µM vsake testirane spojine raztopljene v 
DMSO (16). 
• MurD 
pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 100 µM D-Glu, 80 µM 
UDP-MurNAc-L-Ala, 400 µM ATP, očiščen MurD in 100 µM vsake testirane spojine 
raztopljene v DMSO (16). 
• MurE 
pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 15 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 60 µM mDAP, 100 
µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu, 1000 µM ATP, očiščen MurE in 100 µM vsake testirane 
spojine raztopljene v DMSO (16). 
• MurF 
pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 50 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 600 µM D-Ala-D-Ala, 
100 µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-mDAP, 500 µM ATP, očiščen MurF in 100 µM vsake 
testirane spojine raztopljene v DMSO (16). 
V vseh primerih je bila končna koncentracija DMSO 5 % (v/v). Po končani inkubaciji (15 
min) smo dodali reagent Biomol®. Pri encimski reakciji sproščen anorganski fosfat tvori z 
molibdatom fosfomolibdat, ta pa s 3 molekulami malahit zelenega tvori obarvan kompleks, ki 
ga določamo spektrofotometrično pri 650 nm. Ob dodatku zaviralca encima je količina 
sproščenega Pi manjša v primerjavi s kontrolnim vzorcem brez dodatka zaviralca. Zmanjšanje 
aktivnosti encima podamo z rezidualno aktivnostjo (RA), ki predstavlja razmerje med 
aktivnostijo encima ob dodatku in v odsotnosti zaviralca, izraženo v odstotkih. Rezidualne 
aktivnosti so bile določene pri koncentraciji zaviralca 100 µM. Najaktivnejšim spojinam so 
bile določene vrednosti IC50, ki predstavljajo koncentracijo spojine, pri kateri je bila rezidualna 
aktivnost 50 % (14). 
Meritve encimske aktivnosti ligaze MurF je na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani opravila 
doc. dr. Martina Hrast, mag. farm. 
• Protibakterijska aktivnost 
Protibakterijsko aktivnost spojin smo preverili z metodo razredčevanja v tekočem gojišču 
na mikrotitrskih ploščah po smernicah CLSI in priporočilih Evropskega odbora za preizkušanje 
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protibakterijske aktivnosti. Suspenzijo bakterij s specifičnim bakterijskim sevom, 
enakovrednim 0,5 McFarlandovem standardu, smo razredčili v kationsko uravnan Mueller 
Hintonov medij, da smo dobili končno gojišče z gostoto 105 CFU/mL. Spojine raztopljene v 
DMSO smo zmešali s tekočim gojiščem in inkubirali 20 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo določili 
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK). To je najmanjša koncentracija testirane spojine, 
pri kateri ni bilo vidnih znakov rasti mikroorganizmov. MIK so bile določene na bakterijskih 
sevih S. aureus (ATCC 29213) in E. coli (ATCC 25922). Tetraciklin smo uporabili kot 
pozitivno kontrolo na vsaki testni plošči, ki je pokazala MIK 0,5 µg/mL na S. aureus in 1 
µg/mL na E. Coli (16). Protibakterijsko aktivost spojin je določila doc. dr. Martina Hrast na 
Inštitutu za mikrobiologijo in parazitologijo v okviru Veterinarske fakultete v Ljubljani. 
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4. Eksperimentalno delo 
4.1. Sinteza osnovnega skeleta (spojina 2) 
4.1.1. Sinteza 5-vinilnikotinnitrila (spojina 1) 
 
Pd(PPh3)4 (350 mg, 0,303 mmol, 0,008 eq) in LiCl (1,94 g, 45,89 mmol, 1,2 eq) smo 
raztopili v brezvodnem DMF (84 mL). Bučko smo prepihali z argonom. Dodali smo 5-
bromonikotinonitril (7,0 g, 38,25 mmol, 1 eq) in C14H30Sn (13,41 ml, 45,89 mmol, 1,2 eq) ter 
mešali 16 ur pri 90 °C na oljni kopeli z vodnim hladilnikom v odsotnosti kisika v atmosferi 
argona. Po končanem mešanju smo zmes ohladili na sobno temperaturo in dodali nasičeno 
raztopino KF (50 mL). Zmes smo mešali 30 min in nastalo oborino odfiltrirali s pomočjo 
Celite® 545. Oborino smo nato sprali z Et2O (210 mL). Organski fazi smo dodali destilirano 
vodo in organsko fazo shranili, vodno fazo pa smo še 2 × sprali z Et2O (2 × 100 mL). Tako 
smo z vodno fazo odstranili DMF. Organske faze smo združili in osušili z Na2SO4 in pri 
znižanem tlaku odstranili topilo. Surov produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = 
EtOAc/Hex = 1/4). Po končani kolonski kromatografiji, smo združili frakcije z dobljeno 
spojino in pri znižanem tlaku odstranili topilo. Z analizami smo potrdili potek reakcije. 
5-vinilnikotinnitril M = 130,15 g/mol 
Izgled: svetlo oranžni kristali  Ttal: 53,0–54,7 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 84 %  
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.81 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.98 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.72 (dd, J = 17.6 Hz, J = 
11.1 Hz, 1H, CH), 5.94 (d, J = 17.6 Hz, 1H, CH), 5.57 (d, J = 11.0 
Hz, 1H, CH)  
IR (KBr) 
3734, 3104, 3048, 2986, 2361, 2340, 2233, 1879, 1632, 1561, 
1427, 1409, 1339, 1314, 1259, 1229, 1048, 1021, 995, 963, 938, 
904, 796, 718, 700, 670, 579, 541 cm–1  
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4.1.2. Sinteza (E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila (spojina 2) 
 
V odsotnosti kisika v atmosferi argona smo spojino 1 (1,54 g, 11,83 mmol, 1 eq) raztopili 
v 20 mL brezvodnega DMF. Dodali smo 5-bromo-2-iodo-1,3-dimetilbenzen (4,42 g, 14,22 
mmol, 1,2 eq), p(o-tol)3 (360 mg, 1,18 mmol, 0,1 eq) in Pd2(dba)3 (1080 mg, 1,18 mmol, 0,1 
eq) ter na koncu še bazo TEA (3,70 mL, 26,5 mmol, 2,2 eq). Zmes smo v bučki z vodnim 
hladilnikom mešali 16 ur pri temperaturi 95 °C na oljni kopeli. Po končanem mešanju smo 
zmes ohladili na sobno temperaturo in dodali 300 mL EtOAc. Organsko fazo smo dvakrat 
ekstrahirali z vodo (2 × 300 ml), enkrat z 1 M HCl (200 mL) in 1 × z nasičeno raztopino NaCl 
(200 mL). Organske faze smo združili in posušili z Na2SO4 in in pri znižanem tlaku odstranili 
topilo. Po odstranitvi topila smo v bučko z zmesjo dodali MeOH (75 mL) in izvedli 
prekristalizacijo. Po končani prekristalizaciji smo oborino porabili za naslednjo reakcijo, 
matičnico pa smo shranili in jo kasneje dodatno očistili s kolonsko kromatografijo (MF = 
EtOAc/Hex = 1/3) 
(E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinnitril M = 313,20 g/mol 
Izgled: svetlo oranžna oborina  Ttal: 119,2–121,3 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/3) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 89 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.88 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.79 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-
H), 8.07 (t, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.25 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.18 (d, J 
= 16.7 Hz, 1H, CH), 6.59 (d, J = 16.6 Hz, 1H, CH), 2.34 (s, 6H, 2 x 
CH3) 
ESI-MS 
Izračunano za C16H12BrN2 [M–H]
– (m/z): 311,02 
izmerjena vrednost: 310,95 
IR (KBr) 
3734, 2966, 2361, 2340, 2235, 1808, 1636, 1572, 1461, 1411, 1377, 
1340, 1307, 1245, 1217, 1196, 1143, 1113, 1092, 1024, 1000, 982, 
971, 904, 868, 849, 840, 792, 712, 698568, 547 cm–1  
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4.2. Sineteza derivatov (E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila 
 
Oznaka 
spojine 
R1 
 Oznaka 
spojine 
R1 
3a 
 
 
3g 
 
3b 
 
 
3h 
 
3c 
 
 
3i 
 
3d 
 
 
3j 
 
3e 
 
 
3k 
 
3f 
 
 
  
Tabela 1: Substituenti pri sintezi derivatov spojine 2 
4.2.1. Splošni postopek sinteze spojin 3a–3g 
 
Spojino 2 (1 eq) smo raztopili v THF (8,0 mL) in dodali destilirano vodo (4,0 mL). Dodali 
smo derivat boronske kisline (1,2 eq), K2CO3 (4,0 eq) in na koncu še katalizator Pd(PPh3)4 (0,1 
eq). Zmes smo mešali 16 ur pri temperaturi 75 °C na oljni kopeli v bučki z vodnim hladilnikom. 
Po končanem mešanju smo zmes ohladili na sobno temperaturo. Sledila je ekstrakcija. Dodali 
smo EtOAc (50 mL) in organsko fazo dvakrat ekstrahirali z vodo (2 × 50 mL). Ekstrahirano 
 22 
 
organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 mL), posušili nad Na2SO4 in odstranili 
topilo pri znižanem tlaku. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo. 
4.2.1.1. Sinteza (E)-5-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)nikotinnitrila (spojina 3a) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). 
(E)-5-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)nikotinnitril M = 311,39 g/mol 
Izgled: rumeni kristali  Ttal: 113–116 °C 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 1/1) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 32 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.91 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.86 (d, J = 2.2 Hz, 
1H, Ar-H), 8.78 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.61–8.59 (m, 1H, 
Ar-H), 8.10 (t, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.90–7.87 (m, 1H, Ar-H), 
7.39–7.35 (m, 1H, Ar-H), 7.33 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH), 7.33 (s, 
1H, 2H, Ar-H), 6.67 (d, J = 16.8, 1H, CH), 2.47 (s, 6H, 2 × CH3) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.34, 110.19, 116.58, 123.57, 126.95, 128.53, 
131.60, 133.39, 134.23, 135.23, 135.59, 136.09, 137.07, 137.17, 
148.26, 148.62, 150.70, 151.20 
ESI-MS 
Izračunano za C21H18N3 [M+H]+ (m/z): 312,15 
izmerjena vrednost: 311,97 
IR (KBr) 
3025, 2953, 2232, 1629, 1572, 1465, 1427, 1379, 1338, 1227, 
1180, 1146, 1021, 966, 893, 802, 696, 615 cm–1  
 
4.2.1.2. Sinteza (E)-5-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitrila 
(spojina 3b) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
(E)-5-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'bifenil]-4-il)vinil)nicotinnitril M = 340,43 g/mol 
Izgled: bledo rumeni kristali Ttal: 131–133 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,38 
Izkoristek reakcije: 19 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.89 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.08 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.35 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7.31 (d, J = 2.5 Hz, 1H, CH), 7.27 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.03 (t, J = 
7.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.99 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.65 (d, J = 16.7 
Hz, 1H, CH), 3.84 (s, 3H, CH3), 2.42 (s, 6H, 2 × CH3) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.33, 55.62, 110.15, 111.13, 116.67, 120.84, 128.00, 
128.79, 129.44, 130.15, 130.78, 132.20, 133.67, 134.02, 135.52, 
135.97, 138.03, 150.51, 151.19, 156.49 
ESI-MS 
Izračunano za C23H19N2O [M–H]– (m/z): 339,15 
izmerjena vrednost: 338,92 
IR (KBr) 
2960, 2231, 1591, 1496, 1455, 1376, 1336, 1237, 1180, 1144, 
1120, 1023, 984, 883, 757, 695, 642, 571 cm–1  
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4.2.1.3. Sinteza (E)-5-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitril 
(spojina 3c) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
(E)-5-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitril 
M = 340,43 g/mol 
Izgled: rumena amorfna snov Ttal: 119–121 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,22 
Izkoristek reakcije: 51 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.90 (s, 1H, Ar-H), 8.77 (s, 1H, Ar-H), 8.08 (s, 1H, 
Ar-H), 7.37 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.33 (s, 2H, 2 × Ar-H), 
7.28 (d, J = 18.9 Hz, 1H, CH), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 
7.13 (s, 1H, Ar-H), 6.91 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.65 (d, J = 
16.7 Hz, 1H, Ar-H), 3.88 (s, 3H, CH3), 2.45 (s, 6H, 2 × CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.36, 55.38, 77.29, 110.17, 112.81, 116.64, 119.57, 
127.07, 128.17, 129.81, 131.90, 133.56, 134.49, 135.53, 136.78, 
140.35, 142.14, 150.58, 151.18, 159.96  
IR (KBr) 
2968, 2361, 2228, 1602, 1581, 1562, 1468, 1281, 1222, 1161, 
1048, 1026, 975, 866, 771, 691, 573 cm–1  
 
4.2.1.4. Sinteza (E)-5-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitrila 
(spojina 3d) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
(E)-5-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitril M = 340,43 g/mol 
Izgled: rumenorjavi kristali Ttal: 130–134 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,33 
Izkoristek reakcije: 34 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.89 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.08 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.56–7.53 (m, 2H, Ar-H), 
7.32 (d, J = 17.6 Hz, 1H, CH), 7.30 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.00–6.96 
(m, 2H, Ar-H), 6.65 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, CH3), 
2.44 (s, 6H, 2 × CH3) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.40, 55.40, 110.16, 114.24, 116.65, 126.61, 127.95, 
128.07, 132.00, 133.07, 133.68, 135.51, 136.77, 140.10, 150.50, 
151.16, 159.30  
ESI-MS 
Izračunano za C22H17N2 [M+H]+ (m/z): 310,3 
izmerjena vrednost: 309,8 
IR (KBr) 
2923, 2852, 2230, 1604, 1581, 1513, 1472, 1443, 1288, 1244, 
1173, 1111, 1029, 967, 884, 823, 693, 587, 543, 509 cm–1  
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4.2.1.5. Sinteza (E)-5-(2-(4'-(hidroksimetil)-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitrila (spojina 3e) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). 
(E)-5-(2-(4'-(hidroksimetil)-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-
il)vinil)nikotinnitril 
M = 340,43 g/mol 
Izgled: rumeni kristai  Ttal: 122–126 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,22 
Izkoristek reakcije: 49 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.89 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.09 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.63 (t, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-
H), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.45 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 
7.37 (t, J = 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.35 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.32 (d, J 
= 16.7 Hz, 1H, CH), 6.66 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH), 4.79 (d, J = 
5.3 Hz, 2H, CH2), 2.45 (s, 6H, 2 × CH3), 1.86 (t, J = 5.8 Hz, 1H, 
OH) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.35, 65.35, 110.18, 116.60, 125.61, 126.09, 126.30, 
127.00, 128.13, 129.06, 131.90, 133.59, 134.44, 135.61, 136.83, 
140.18, 140.88, 141.56, 150.50, 151.08 
ESI-MS 
Izračunano za C23H19N2O [M–H]– (m/z): 339.2 
izmerjena vrednost: 339.1 
IR (KBr) 
3254, 3064, 2917, 2859, 2360, 2232, 1590, 1568, 1443, 1379, 
1348, 1212, 1147, 1025, 968, 882, 794, 691 cm–1  
 
4.2.1.6. Sinteza (E)-5-(2-(4'-formil-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitril 
(spojina 3f) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
(E)-5-(2-(4'-formil-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)nikotinnitril  M = 338,41 g/mol 
Izgled: rumeni kristali  Ttal: 166–170 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,26 
Izkoristek reakcije: 34 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 10.1 (s, H, CHO), 8.91 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 
8.79 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.10 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 
7.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 2 × 
Ar -H), 7.39 (s, 2H, Ar-H), 7.33 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH), 6.68 
(d, J = 16.7 Hz, 1H, Ar-H), 2.47 (s, 6H, 2 × CH3) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.36, 110.21, 116.58, 127.20, 127.57, 128.59, 
130.31, 131.58l, 133.38, 135.28, 135.61, 135.63 137.11, 138.88, 
146.61, 150.73, 151.20, 191.93  
IR (KBr) 
3734, 2960, 2361, 2340, 2233, 1697, 1602, 1560, 1412, 1384, 
1207, 1162, 1024, 969, 872, 816, 697, 668, cm–1  
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4.2.1.7. Sinteza (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinnitrila (spojina 3g) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2). 
(E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinnitril M = 300,36 g/mol 
Izgled: oranžni kristali Ttal: 122,4–124,1 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,30 
Izkoristek reakcije: 17 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8.88 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.76 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.06 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.41 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.28 (d, J = 16.4 Hz, 1H, CH), 
6.67 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.62 (d, J = 16.8 Hz, 1H, CH), 
6.48 (q, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 2.41 (s, 6H, 2 × CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21.35, 105.41, 110.15, 111.79, 116.64, 123.56, 127.99, 
129.95, 131.80, 133.58, 134.30, 135.48, 136.78, 142.24, 150.52, 
151.14, 153.60  
ESI-MS 
Izračunano za C20H17N2O×CH3CN [M+H]+(m/z): 342,2 
izmerjena vrednost: 341,7 
IR (KBr) 
3734, 3148, 2951, 2361, 2340, 2233, 1604, 1585, 1560, 1497, 
1443, 1418, 1372, 1341, 1308, 1212, 1157, 1142, 1015, 979, 967, 
932, 902, 883, 874, 859, 811, 747, 710, 695, 594, 546, 514 cm–1  
HPLC tR = 5,920 min (88,86 % pri 254 nm) 
 
4.2.2. Poskus sinteze (E)-5-(4-(4-hidroksipiperidin-1-il)-2,6-dimetilstiril) 
nikotinnitrila (spojina 3h) 
 
Spojini 2 (322 mg, 1,03 mmol, 1 eq) smo dodali NaOC(CH3)3 (148 mg, 1,54 mmol, 1,5 
eq), katalizator RuPhos (48 mg, 0,103 mmol, 0,18 eq) in paladijev acetat (23,1 mg, 0,10 mmol, 
0,1 eq). Dodali smo 15 mL toluena in mešali 15 min v atmosferi argona. Po 15 min smo zmes 
prestavili na oljno kopel in mešali 15 min pri 100 °C. Po končanem mešanju smo dodali še 4-
hidroksipiperidin (260 mg, 2,58 mmol, 2,5 eq) ter mešali 72 ur pri 100 °C. Po 72 urah smo 
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rezultat reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo ter ločili organsko in vodno fazo. 
Organski fazi smo pri znižanem tlaku odstranili topilo in izvedli kolonsko kromatografijo (MF 
= DKM/MeOH = 9/1). Z 1H NMR analizo smo potrdili nastanek načrtovane spojine, vendar je 
bila dobljena količina premajhna za dodatne analize. 
4.2.3. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-(4-oksopiperidin-1-il)stiril)nikotinnitrila 
(spojina 3i) 
 
Spojini 2 (100 mg, 0,32 mmol, 1 eq) smo dodali NaOC(CH3)3 (46 mg, 0,48 mmol, 1,5 eq), 
BINAP (20 mg, 0,03 mmol, 0,1 eq) in paladijev acetat (7 mg, 0,03 mmol, 0,1 eq). Dodali smo 
15 mL toluena in v atmosferi argona mešali 15 min. Po 15 min smo zmes prestavili na oljno 
kopel in mešali 15 min pri 100 °C. Po končanem mešanju smo dodali še 4-piperidon (122 mg, 
0,80 mmol, 2,5 eq) ter mešali 72 ur pri 100 °C. Po 72 urah smo rezultat reakcije preverili s 
tankoplastno kromatografijo. Izkazalo se je da, da reakcija ni potekla. 
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4.2.4. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-morfolinostiril)nikotinnitrila (spojina 3j) 
 
Spojini 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1 eq) smo dodali NaOC(CH3)3 (138 mg, 1,44 mmol, 1,5 
eq), katalizator RuPhos (45 mg, 0,06 mmol, 0,18 eq) in paladijev acetat (21,5 mg, 0,10 mmol, 
0,1 eq). Dodali smo 15 mL toluena in mešali 15 min v atmosferi argona. Po 15 min smo zmes 
prestavili na oljno kopel in mešali 15 min pri 100 °C. Po končanem mešanju smo dodali še 
morfolin (208 µL, 2,40 mmol, 2,5 eq) ter mešali 72 ur pri 100 °C. Po 72 urah smo rezultat 
reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo ter ločili organsko in vodno fazo. Organski 
fazi smo pri znižanem tlaku odstranili topilo in izvedli kolonsko kromatografijo (MF = 
Hex/EtOAc = 1/1). Z 1H NMR analizo nismo potrdili nastanka načrtovane spojine. 
4.2.5. Poskus sinteze (E)-5-(2,6-dimetil-4-(piperidin-1-il)stiril)nikotinnitrila (spojina 
3k) 
 
Spojini 2 (100 mg, 0,32 mmol, 1 eq) smo dodali piperidin (31,87 µL, 0,32 mmol, 1 eq), 
BINAP (19,8 mg, 0,032 mmol, 0,1 eq), Pd2(dba)3 (29 mg, 0,032 mmol, 0,1 eq) in cezijev 
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karbonat (145,3 mg, 0,45 mmol, 1,4 eq). Kot topilo smo uporabili 15 mL toluena. Mešanico v 
bučki smo prepihali z argonom ter mešali 16 ur pri 100 °C. Po končanem mešanju smo 
odfiltrirali nastalo oborino, jo zavrgli in skoncentrirali ostanek. Ostanek smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 50/1). Z 1H NMR analizo nismo potrdili nastanka 
načrtovane spojine. 
4.3. Sinteza derivatov spojine 4g 
 
Oznaka 
spojine 
R1 
 Oznaka 
spojine 
R1 
4a 
 
 
4e 
 
4b 
 
 
4f 
 
4c 
 
 
4g 
 
4d 
 
 
4h 
 
Tabela 2: Substituenti pri sintezi derivatov spojine 4g 
4.3.1. Splošni postopek sinteze spojin 4a–4g 
 
Spojinam 3a–3g (1 eq) smo dodali NH4Cl (2,5 eq) in NaN3 (2,5 eq) ter mešali v 
brezvodnem DMF 16 ur pri 110 °C. Po končanem mešanju smo zmes ohladili na sobno 
temperaturo in preverili rezultat reakcije s tankoplastno kromatografijo. Topilo smo odstranili 
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pri znižanem tlaku, ostanek pa očistli s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1). 
Združenim frakcijam smo pri znižanem tlaku odstranili topilo in ostanku dodali 0,5 ml 2 M 
HCl v etru v atmosferi argona. Nato smo dodali še 10 mL Et2O ter nastalo oborino odnučali. 
Pred identifikacijo snovi smo le to sušili v sušilniku 2 dni. 
4.3.1.1. Sinteza (E)-3-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
(spojina 4a) 
 (E)-3-(2,6-dimetil-4-(piridin-3-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin  M = 427,33 g/mol 
Izgled: bledo rumeni kristali Ttal: 185–190 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,14 
Izkoristek reakcije: 36 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.11 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 9.02 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.94 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 8.67 (t, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.58 (d, J = 3.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.13–8.10 (m, 1H, Ar-H), 
7.57 (d, J = 17.0 Hz, 1H, CH), 7.51 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.50 (t, J = 
5.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.93 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 2.47 (s, 6H, 2 
× CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, TFA-d) 
δ (ppm) = 21.67, 128.29, 128.52, 128.85, 129.68, 134.66, 139.20, 
139.37, 139.93, 141.93, 141.12, 141.26, 141.87, 142.88, 143.07, 
144.40, 147.21, 158.25 
ESI-MS 
Izračunano za C21H19N6 [M+H]+ (m/z): 355,17 
izmerjena vrednost: 354,97 
IR (KBr) 
3071, 2512, 2154, 1780, 1619, 1560, 1173, 983, 888, 816, 795, 
722, 683, 612 cm–1  
HPLC tR = 2,867 min (95,54 % pri 254 nm) 
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4.3.1.2. Sinteza (E)-3-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4b) 
 (E)-3-(2-(2'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridin 
M = 419,91 g/mol 
Izgled: rumeni kristali  Ttal: 193–197 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 1/4) = 0,24 
Izkoristek reakcije: 100 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.28 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 9.19 (t, J = 1.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 9.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.74 (d, J = 17.2 Hz, 1H, 
CH), 7.34 (t, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-
H), 7.20 (s, 2H, 2 × Ar – H), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.03 
(t, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.96 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 3.78 (s, 
2H, 3H, CH3), 2.43 (s, 6H, 2 × CH3)  
ESI-MS 
Izračunano za C23H20N5O [M–H)]– (m/z): 382,17 
izmerjena vrednost: 381,97 
IR (KBr) 
3395, 2947, 2580, 2174, 2051, 1589, 1459, 1375, 1240, 1172, 
1116, 1021, 976, 878, 756, 675, 558 cm–1  
HPLC tR = 5,070 min (92,1 % pri 254 nm) 
 
4.3.1.3. Sinteza (E)-3-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4c) 
 (E)-3-(2-(3'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridin 
M = 419,91 g/mol 
Izgled: rumeni kristali Ttal: 245–249 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 12 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.24 (s, 1H, Ar-H), 9.07 (s, 1H, Ar-H), 7.70 (d, J = 
16.9 Hz, 1H, CH), 7.44 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.38 (t, J = 7.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.26 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.22 (t, J = 2.2 Hz, 1H, 
CH), 6.97-6.93 (m, 2H, 2 × Ar-H), 3.84 (s, 3H, CH3), 2.47 (s, 6H, 
2 × CH3)  
ESI-MS 
Izračunano za C23H20N5O [M–H]– (m/z): 382,17 
izmerjena vrednost: 381,76 
IR (KBr) 
3398, 3050, 2945, 2834, 2602, 1635, 1592, 1538, 1461, 1393, 
1325, 1241, 1163, 1039,985, 852, 785, 686, 563 cm–1  
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4.3.1.4. Sinteza (E)-3-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridina (spojina 4d) 
 (E)-3-(2-(4'-metoksi-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridin 
M = 419,91 g/mol 
Izgled: rumeni kristali  Ttal: 175–179 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,14 
Izkoristek reakcije: 59 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 9.11 (t, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 9.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.71 (d, J = 16.8 Hz, 1H, 
CH), 7.64 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7.39 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.03 (d, J = 
8.7 Hz, 2H, 2 ×Ar-H), 6.95 (d, J = 16.8 Hz, 1H, CH), 3.81 (s, 3H, 
CH3), 2,46 (s, 6H, 2 x CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6 + 
TFA-d) 
δ (ppm) = 21.76,  55.94, 115.28, 125.86, 126.88, 127.60, 128.65, 
133.08, 134.38, 134.70, 138.12, 138.22, 138.49, 139.81, 140.20, 
143.14, 155.50, 160.04 
ESI-MS 
Izračunano za C23H20N5O [M–H]– (m/z): 382,17 
izmerjena vrednost: 381,98 
IR (KBr) 
3392, 3049, 2944, 2831, 2598, 2362, 2061, 1603, 1515, 1462, 
1390, 1342, 1288, 1247, 1178, 1112, 1071, 1029, 986, 881, 830, 
775, 740, 680, 616, 586, 542, 515 cm–1  
HPLC tR = 5,197 min (85,41 % pri 254 nm) 
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4.3.1.5. Sinteza (E)-(4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-
bifenil]-4-il)metanola (spojina 4e) 
 (E)-(4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-
[1,1'-bifenil]-4-il)metanol 
M = 419,91 g/mol 
Izgled: rumeni kristali  Ttal: 238–240 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,19 
Izkoristek reakcije: 44 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.26 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 9.14 (t, J = 2.0 Hz, 
1H, Ar-H), 9.09 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.73 (d, J = 16.8 Hz, 
1H, CH), 7.65 (t, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.56 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.43 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.41 (d, J = 7.7 Hz, 1H, Ar-H), 
7.32 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Ar-H), 6.97 (d, J = 16.8 Hz, 1H, CH), 
4.58 (s, 2H, CH2), 2.48 (s, 6H, 2 × CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6 + 
TFA-d) 
δ (ppm) = 20.30, 62.84, 124.58, 124.93, 125.71, 126.10, 126.41, 
128.60, 133.64, 133.82, 136.88, 137.10, 137.70, 138.12, 139.42, 
141.35, 142.21, 154.33  
ESI-MS 
Izračunano za C23H20N5O [M–H]– (m/z): 382,17 
izmerjena vrednost: 381,76 
IR (KBr) 
3382, 2859, 2582, 1575, 1518, 1474, 1433, 1375, 1267, 1211, 
1167, 1117, 1028, 975, 872, 798, 759, 693, 673, 610, 509 cm–1  
HPLC tR = 4,227 min (95,76 % pri 254 nm) 
 
4.3.1.6. Poskus sinteze (E)-4’-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-
[1,1'-bifenil]-4-karbaldehida (spojina 4f) 
 
Spojini 3f (85 mg, 0,25 mmol, 1 eq) smo dodali NH4Cl (34 mg, 0,36 mmol, 2,5 eq) in NaN3 
(41 mg, 0,36 mmol, 2,5 eq) ter 16 ur mešali v brezvodnem DMF pri 110°C. Po končanem 
mešanju smo zmes ohladili na sobno temperaturo in preverili potek reakcije s tankoplastno 
kromatografijo. Topilo smo pri znižanem tlaku odstranili, ostanek pa očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1). Združenim frakcijam smo pri znižanem tlaku 
odstranili topilo in ostanku, v atmosferi argona, dodali 0,5 mL 2 M HCl v etru. Dodali smo še 
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10 mL Et2O in nastalo oborino odnučali. Pred identifikacijo snovi smo le-to sušili v sušilniku 
2 dni. Z 1H NMR analizo nismo uspeli potrditi nastanka pričakovanega produkta (spojine 4f). 
4.3.1.7. Sinteza (E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetraol-5-il)piridina 
(spojina 4g) 
 
4.3.2. Poskus sinteze (E)-1-(4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-
dimetilfenil)piperidin-4-ola (spojina 4h) 
 
Spojini 3h (39 mg, 0,117 mmol, 1 eq) smo dodali NH4Cl (16 mg, 0,29 mmol, 2,5 eq) in 
NaN3 (19 mg, 0,29 mmol, 2,5 eq) ter 16 ur mešali v brezvodnem DMF pri 110 °C. Po končanem 
mešanju smo zmes ohladili na sobno temperaturo in preverili rezultat reakcije s tankoplastno 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH/acetonitril = 1/1/1). Pred čiščenjem s kolonsko 
(E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin M = 379,84 g/mol 
Izgled: oranžni kristali Ttal: 122,4–124,1 °C 
TLC: Rf (Hex/EtOAc = 2/1) = 0,30 
Izkoristek reakcije: 17 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 9.17 (t, J = 1.7 Hz,1H, 
Ar-H), 9.09 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.76 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.71 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 7.47 (s, 2H, 2× Ar-H), 
6.97 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 6.96 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Ar-H), 
6.61 (q, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 2.45 (s, 6H, 2 × CH3) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20.81, 105.96, 112.17, 121.55, 122.87, 128.46, 
128.91, 130.55, 132.19, 134.14, 134.52, 136.85, 142.73, 144.45, 
148.27, 152.64, 153.92 
ESI-MS 
Izračunano za C20H16N5O [M–H]– (m/z): 342,1 
izmerjena vrednost: 341,8 
IR (KBr) 
3734, 3148, 2951, 2361, 2340, 2233, 1604, 1585, 1560, 1497, 
1443, 1418, 1372, 1341, 1308, 1212, 1157, 1142, 1015, 979, 
967, 932, 902, 883, 874, 859, 811, 747, 710, 695, 594, 546, 514 
cm–1  
HPLC tR = 4,860 min (72,96 % pri 254 nm) 
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kromatografijo smo želeli potrditi prisotnost načrtovanega produkta z 1H NMR analizo. Glede 
na dobljen spekter smo ugotovili, da reakcija ni potekla. 
4.4. Sinteza (E)-5-(4-furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinamida (spojina 5) 
 
Spojino 3g (108 mg, 0,37 mmol, 1 eq) smo raztopili v 5 mL DMSO in ohladili na 0 °C, 
nato smo dodali 0,5 mL 30% H2O2 in 0,8 mL 1 M NaOH ter mešali 4 ure pri sobni temperaturi. 
Potek reakcije smo preverili s tankoplastno kromatografijo. Po poteku reakcije smo dodali 3 
mL nasičene raztopine Na2SO3. Nastalo oborino smo odnučali, sprali z vodo in matičnico 
ekstrahirali z EtOAc. 
(E)-5-(4-furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinamid M = 318,38 g/mol 
Izgled: svetlo rjavi kristali  Ttal: 181–185°C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,13 
Izkoristek reakcije: 39 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8.91 (dd, J1 = 5.3 Hz, J2 = 2.1 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8.47 
(t, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.22 (s, 1H, CONH2), 7.75 (d, J = 1.6 
Hz, 1H, Ar-H), 7.68 (s, 1H, CONH2), 7.46 (s, 2H, 2 × Ar-H), 
7.46 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 6.94 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Ar-H), 
6.84 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 6.60 (m, 1H, Ar-H), 2.41 (s, 6H, 2 
× CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20.96, 105.84, 112.09, 122.95, 128.75, 129.08, 129.66 
129.69, 131.41, 132.49, 135.09, 136.58, 142.81, 147.46, 150.27, 
152.91, 166.41 
ESI-MS 
Izračunano za C20H19N2O2 [M+H]+ (m/z): 319,2 
izmerjena vrednost: 319,2 
IR (KBr) 
3398, 3159, 1661, 1621, 1566, 1504, 1444, 1385, 1216, 1144, 
1018, 970, 878, 799, 732, 694, 640, 593, 539 cm–1  
HPLC tR = 4,513 min (98,67 % pri 254 nm) 
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4.5. Sinteza (E)-5-(4-(furan-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinske kisline (spojina 
6) 
 
Spojino 3g (100 mg, 0,33 mmol, 1 eq) smo raztopili v 0,8 mL H2O in dodali NaOH (40 
mg, 1 mmol, 3 eq). Zmes smo 16 ur mešali na oljni kopeli z vodnim hladilnikom pri 100°C. 
Po končanem mešanju smo pH zmesi uravnali na 6 z 0,1 M HCl in ekstrahirali z EtOAc. 
Organske faze smo združili in pri znižanem tlaku odstranili topilo ter surovi produkt očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1). 
(E)-5-(4-(furan-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinska kislina M = 319,36 g/mol 
Izgled: rumeno rjavi kristali Ttal: nad 300 °C 
TLC: Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 17 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8.93 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 8.74 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.39 (t, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.74 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.44 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7.33 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 
6.92 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.78 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CH), 
6.59-6.61 (m, 1H, Ar-H), 2.39 (s, 6H, 2 × CH3)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20.87, 105.77, 112.13, 122.86, 128.13, 128.63, 130.13, 
132.07, 133.00, 135.18, 136.59, 142.70, 148.69, 149.43, 152.85, 
168.42 
ESI-MS 
Izračunano za C20H16NO3 [M–H]– (m/z): 318.1 
izmerjena vrednost: 318.1 
IR (KBr) 
2961, 1594, 1392, 1259, 1152, 1087, 1020, 874, 794, 693, 592 
cm–1  
HPLC tR = 4,703 min (84,94 % pri 254 nm) 
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4.6. Poskus sinteze (E)-5-(4-furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinamida 
(spojina 7) 
 
Spojino 3g (105 mg, 0,35 mmol, 1 eq) smo raztopili v 3 mL H2SO4 in pri 60°C mešali čez 
noč na oljni kopeli. Po končanem mešanju smo vsebino prelili v čašo z ledom in za 
nevtralizacijo presežne kisline dodali Na2CO3 ter  pH uravnali na 9. Nato smo zmes ekstrahirali 
z EtOAc in rezultat reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo (MF = Hex/EA = 1/1). 
Ugotovili smo, da reakcija ni potekla in, da je spojina verjetno razpadla zaradi reaktivnosti 
prisotne dvojne vezi. 
4.7. Poskus sinteze (E)-(5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)piridin-3-
il)metanamina (spojina 8) 
4.7.1. Postopek A 
 
Spojini 3g (100 mg, 0,33 mmol, 1 eq) smo dodali 6 mL THF. V drugo bučko, ki smo jo 
prej prepihali z argonom, smo dali LiAlH4 (40 mg, 0,83 mmol, 2,5 eq) in ohladili na 0 °C. Nato 
smo k LiAlH4 počasi dodajali zmes iz prve bučke. Pri sobni temperaturi smo zmes mešali preko 
noči in potek rakcije spremljali s tankoplastno kromatgrafijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). Po 
končanem mešanju smo zmes očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH/amonijak 
= 3/1/0,3 %). Z analizami nismo uspeli potrditi nastanka spojine 8. 
 37 
 
4.7.2. Postopek B 
 
Spojino 3g (100 mg, 0,33 mmol, 1 eq) smo raztopili v 5 mL brezvodnega DMF pri 0°C v 
atmosferi argona. Dodali smo NaBH4 (101 mg, 2,7 mmol, 8 eq) in CaCl2 × 6H2O (157 mg, 0,66 
mmol, 2 eq). Mešali smo 18 ur pri sobni temperaturi in potek reakcije spremljali s tankolastno 
kromatografijo. Po končanem mešanju smo zmes očistili s kolonsko kromatografijo (MF = 
DKM/MeOH/amonijak = 9/1/3 %). Z analizami nismo uspeli potrditi nastanka spojine 8. 
4.8. Poskus sinteze (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinimido 
hidrazid (spojina 9) 
4.8.1. Postopek A 
 
Spojini 3g (100 mg, 0,33 mmol, 1 eq) smo dodali 1,5 mL hidrazin hidrata in mešali 40 
minut na oljni kopeli pri 100 °C. Potek reakcije smo spremljali s tankolastno kromatografijo. 
Po 40 minutnem mešanju reakcija še ni potekla, zato smo zmes mešali 5 dni na sobni 
temperaturi. Vsak dan smo spremljali potek reakcije. Po končanem mešanju smo naredili 
ekstrakcijo z vodo in glede na TLC ugotovili, da reakcija ni potekla. 
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4.8.2. Postopek B 
 
Spojino 3g (100 mg, 0,33 mmol, 1 eq) smo raztopili v 4 mL MeOH in mešali pri 0 °C. 
Dodali smo natrijev metoksid (91,8 mg, 1,7 mmol, 5 eq) in mešali 3 ure pri sobni temperaturi. 
Nato smo dodali hidrazin (36 mg, 0,72 mmol, 2,2 eq) in mešali še 3 ure pri sobni temperaturi. 
Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). Ker 
rekacija pri sobni temperaturi ni potekla, smo mešali še 2 uri pri 50 °C na oljni kopeli. Nato 
smo reakcijsko zmes ekstrahirali in združenim organskim fazam pri znižanem tlaku odstranii 
topilo. Zmes smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). Z analizo 1H 
NMR smo ugotovili, da ni nastala spojina 9, temveč spojina 5.  
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4.9. Poskus sineteze metil (E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril) 
nikotinimidata (spojina 10) in terc-butil (E)-2-((5-(4-(furan-2-il)-2,6,-
dimetilstiril)piridin-3-il)(imino)metil)hidrazin-1-karboksilata 
(spojina 11) 
 
Spojino 3g (170 mg, 0,57 mmol, 1 eq) smo raztopili v 15 mL MeOH in dodali natrijev 
metoksid (260 µL, 1,40 mmol, 2,5 eq). Mešali smo čez noč pri sobni temperaturi. Po končanem 
mešanju smo rezultat reakcije preverili s tankolastno kromatografijo. Reakcija ni potekla do 
konca, zato smo na oljni kopeli mešali še 1,5 ure pri 50 °C. Brez predhodnega čiščenja smo 
nastavili drugo stopnjo sinteze (spojina 11). Reakcijski zmesi, ki je vsebovala spojino 10 (brez 
predhodnega čiščenja) smo dodali tert-butil hidrazin karboskilat (75 mg, 0,57 mmol). Mešali 
smo čez noč pri 60 °C na oljni kopeli. Po končanem mešanju smo zmes očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 30/1). Po analizi 1H NMR spektra smo ugotovili, da je 
namesto pričakovane spojine tudi pri tej reakciji nastala spojina 5.. 
 40 
 
5. Rezultati in razprava 
5.1. Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1. Sklopitvene reakcije, sinteza spojin 1–3k 
Sklopitvene reakcije so tip sinteznih reakcij, ki za potek potrebujejo prisotnost 
organokovinskega reagenta, organskega elektrofila in kovinskega katalizatorja. Pri naših 
rekacijah smo sintetizirali spojine s C-C in C-N vezmi. 
Reakcije sklapljanja potekajo v treh korakih: oksidativna adicija, transmetalacija in 
reduktivna eliminacija. Na uspešnost poteka reakcije vplivajo značilnosti organskega 
elektrofila, organokovinskega reagenta in drugi reakcijski pogoji. Oksidativna adicija je prvi 
korak reakcije in tudi korak, od katerega je najbolj odvisna hitrost celotne reakcije. Reakcijska 
hitrost je omejena z močjo R1-X vezi (X = halogen). Relativna hitrost reakcije pada odvisno 
od uporabljenega halogena po sledečem vrstnem redu: I > Br ˃ Cl (17). 
Sintezne reakcije novih potencialnih zaviralcev encimov ligaz Mur C–F, smo izvedli po 
štirih različnih sklopitvenih reakcijah: Heckova sklopitev, Stillejeva sklopitev, Suzukijeva 
sklopitev in Buchwald-Hartwigiova sklopitev. Osnovni principi in zahtevani pogoji so 
prikazani v tabeli 3. 
Ime 
reakcije 
Potek reakcije 
Nastanek 
vezi  
R1 R2 X 
Stillejevo 
sklapljanje 
 
C-C aril alken Br 
Heckovo 
sklapljanje 
 
C-C aril aril I 
Suzukijevo 
sklapljanje 
 
C-C aril aril Br 
Buchwald-
Hartwigiovo 
sklapljanje  
C-N aril aril Br 
Tabela 3: Reakcije sklapljanja 
5.1.1.1. Sinteza osnovnega skeleta, spojina 1 in 2 
Za sintezo spojine 2 smo uporabili dvostopenjski postopek, ki je prikazan na sliki 7. V prvi 
stopnji smo s Stillejevo sklopitvijo sintetizirali vinilni intermediat (spojina 1), nato pa smo 
uporabili Heckovo sklopitev za sintezo spojine 2. 
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Slika 7: Reagenti in pogoji: (a) tributilvinil stanan, LiCl, DMF, Pd(PPh3)4, 90 °C; (b) 5-
bromo-2-iodo-1,3-dimetilbenzen, Pd2dba3, TEA, P(o-tol)3, DMF, 95 °C. 
5.1.1.1.1. Sinteza vinilnega intermediata, spojina 1 
Stillejeva sklopitev je sklopitvena reakcija katalizirana s paladijem in vključuje sklopitev 
organskega halida z organokositrovim reagentom (18). Stillejeve sklopitve pogosto 
uporabljamo zaradi dostopnosti reagentov in dobrih izkoristkov reakcij. Organokositrove 
spojine so stabilne na zraku, komercialno dostopne in neproblematične za sintezo, kar še 
poveča dostopnost te metode. Kljub temu pa je potrebna previdnost, saj so reagenti, ki 
vsebujejo kositer, zelo toksični (19, 20). Na sliki 8 je prikazan splošni postopek Stillejeve 
sklopitve: 
 
Slika 8: Splošni postopek Stillejevega sklapljanja 
Skupini R1 in R2 predstavljata organske verige, ki se pri reakciji povežejo, X pa predstavlja 
izstopajočo skupino npr. halogen (Br, I, itd.). Skupina R2 je vezana na kositrovo spojino, ki 
ima vezane 3 metilne ali butilne skupine. Pri sintezi smo uporabili tributil(vinil)kositer. Pri 
vseh reakcijah sklapljanja smo uporabili paladijeve katalizatorje, kot sta Pd(PPh3)4 in Pd(dba)2. 
Reakciji smo dodali tudi LiCl, ki s stabiliziranjem prehodnega stanja med oksidativno adicijo, 
poveča hitrost reakcije, hkrati pa s povečanjem polarnosti topila izboljša transmetalacijo 
(21,22). 
• Mehanizem 
Celotna reakcija je sestavljena iz 3 osnovnih korakov: oksidativne adicije, transmetalacije 
in reduktivne eliminacije. Katalitični cikel reakcije je prikazan na sliki 9. 
Z oksidativno adicijo alkilnega halida na paladij nastane paladijev intermediat (21,23). 
Oraganokositrova spojina nato deluje kot transmetalacijski agent, s pomočjo katerega se na 
paladijev kompleks veže R2 skupina, halogen in kositer pa se odstranita. Kositrov halid zapusti 
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kompleks, R2 skupina pa ostane vezana na paladij (19). Na koncu se R1 in R2 skupini povežeta 
z reduktivno eliminacijo. Katalizator se hkrati vrne v začetno stanje (22-25). 
 
Slika 9: Katalitični cikel Stillejeve sklopitve 
5.1.1.1.2. Sinteza spojine 2 
Za sintezo spojine 2 smo uporabili Heckovo sklopitev. Pri tem postopku nenasičen halid v 
prisotnosti baze in paladijevega katalizatorja reagira z alkenom, končni produkt reakcije pa je 
substituiran alken, kot je prikazno na sliki 10 (26). 
Za potek reakcije potrebujemo organski halid, ki deluje kot elektrofil. Najpogosteje 
uporabimo spojine z bromom ali jodom. Jod in brom sta najbolj priljubljena halogena, saj je 
klor premalo aktiven za oksidativno adicijo. Če imamo v reakciji jod in brom, bo reakcija 
hitreje potekla z jodom. Pri sintezi smo kot elektrofil uporabili 5-bromo-2-iodo-1,3-
dimetilbenzen. Jod je reagiral z vinilnim intermediatom, brom pa je ostal prost. R1 skupina 
organskega halida je tvorila vez z alkenom. Za uspešen potek reakcije smo uporabili paladijev 
katalizator Pd2(dba)3. Za regeneracijo paladijevega katalizatorja uporabimo dodatek baze (26). 
 
Slika 10: Splošni postopek Heckove sklopitve 
• Mehanizem 
Čeprav je pri sklopitvenih reakcijah prvi korak oksidativna adicija, je pri Heckovi sklopitvi 
potrebno najprej aktivirati paladijev katalizator. Aktivacija poteče v prisotnosti fosforjeve 
spojine P(o-tol)3 (27). Heckova sklpitev je v osnovi podobna drugim reakcijam sklopitve, ker 
se tudi tu s pomočjo paladijevega katalizatorja tvori C-C vez. Mehanizem je nekoliko drugačen 
in je prikazan na sliki 11. Prvi korak je tudi tukaj oksidativna adicija. V tem koraku se R1 in X 
skupina organskega halida oksidativno pripneta na aktiviran paladijev katalizator. Nato pride 
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do adicije alkena na prej nastali kompleks. Pri drugih reakcijah sklapljanja je naslednji korak 
reduktivna eliminacija, pri Heckovovem sklapljanju je to beta hidridna eliminacija, kjer 
namesto alkilne skupine vezane na paladij, nastane kompleks, na katerega je vezan alken in 
hidridni ion. Rezultat beta hidridne eliminacije je nastanek substituiranega alkena. Na koncu 
se katalitični krog reakcije zaključi z dodatkom baze, ki omogoči regeneracijo katalizatorja 
(27). 
 
Slika 11: Katalitični cikel Heckove sklopitve 
5.1.1.2. Suzuki sklopitev, sinteza spojin 3a–3g 
Leta 1979 so Miyaura, Yamada in Suzuki prvič objavili potek sklopitvene reakcije 
alkenskega boronata z alkenskim bromidom. Danes je ta reakcija znana kot Suzuki–Miyaura 
reakcija. Reakcija sklopitve organoboronskih reagentov z različnimi organskimi halidi je 
razširila možnosti uporabe te reakcije, zaradi česar je postala najpomembnejša transformacija, 
ki vodi do nastanka C-C vezi. Razlog za popularnost in široko uporabo so tudi mnoge prednosti 
uporabe organoboronskih reagentov. To so razpoložljivost reagentov, inertnost v prisotnosti 
vode, drugih topil in kisika, termična stabilnost, kompatibilnost z različnimi funkcionalnimi 
skupinami, netoksičnost začetnih spojin in stranskih produktov (28). 
Poleg paladijevega katalizatorja, Pd(PPh3)4, ki smo ga uporabili, potrebujemo za Suzuki 
sklopitev tudi boronsko kislino. Boronske kisline so močni nukleofili, zato za potek 
transmetalacije ne potrebujejo ekstremnih pogojev. Posledica tega je širok nabor potencialnih 
funkcionalnih skupin na boronski kislini. Pri naših reakcijah smo uporabili 7 različnih 
boronskih kislin. Za organski elektrofil smo pri vseh reakcijah uporabili spojino 2. Reakcija 
najbolje poteče v bazičnih pogojih, zato smo v reakcjsko zmes dodali K2CO3. Sklopitvene 
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reakcije običajno najbolje potekajo v organskih topilih, Suzuki sklopitve pa lahko potečejo tudi 
v heterogenih ali izključno vodnih topilih, saj so organoboroni topni v vodi in kompatibilni z 
vodo. Pri ostalih reakcijah smo uporabljali izključno organska topila, pri Suzuki sklopitvah pa 
smo uporabili kombinacijo THF in vode. Rezultat reakcije je nastanek vezi med dvema 
ogljikoma. Splošni potek reakcije je prikazan na sliki 12 (29). 
 
Slika 12: Potek sklopitve Suzuki 
• Mehanizem 
Suzuki sklopitev je sestavljena iz treh osnovnih korakov: oksidativna adicija, transmetalacija 
in reduktivna eliminacija (29). Katalitični cikel Suzuki sklpitve je predstavljen na sliki 13. 
 
 
Slika 13: Osnovni katalitični cikel Suzuki sklopitve 
Prvi korak reakcije je oksidativna adicija aril halida na paladijev kompleks. V naslednjem 
koraku, v prisotnosti baze, boronska kislina reagira s prej nastalim kompleksom paladija. Sledi 
tretji korak, reduktivna eliminacija, v katerem se katalizator regenerira in nastane želeni 
produkt (30). 
5.1.1.3. Buchwald Hartwigova sklopitev, sinteza spojin 3h–3k 
Buchwald Hartwig-ova sklopitev je sklopitev katalizirana s paladijem, v kateri sodelujejo 
amini in arilni halidi. Rezultat je nastanek C-N vezi (31). Na sliki 14 je prikazan splošni 
postopek Buchwald-Hartwigove sklopitve. 
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Slika 14: Potek sklopitve Buchwald-Hartwig 
Pri sintezah smo uporabili aril bromide in sekundarne amine. Zaradi specifičnosti 
kompatibilnosti različnih katalizatorjev z ligandi in ostalih komponent v reakciji, smo uporabili 
dva različna katalizatorja (Pd(OAc)2 in Pd2(dba)3) ter dva različna liganda (BINAP in RuPhos). 
Pri reakciji sekundarnih aminov je favorizirana uporaba liganda RuPhos (32). Kljub uporabi 
RuPhosa pa reakcije niso potekle. Ker reakcije potekajo v alkalnem mediju, smo uporabili 
Cs2CO3 in NaOC(CH3)3 (33). Pri vseh reakcijah smo kot topilo uporabili toluen. Kljub uporabi 
obeh baz pri rekacijah nismo uspeli sintetizirati željenih produktov. Razlog je v specifičnosti 
in (ne)kompatibilnosti ligandov, katalizatorjev in baz za posamezne reakcije. Potrebna bi bila 
dodatna optimizacija in uporaba različnih kombinacij ligandov, katalizatorjev ter baz pri 
posameznih reakcij. 
• Mehanizem 
Kot pri ostalih reakcijah sklopitve, najprej poteče oksidativna adicija aril halida na 
paladijev kompleks. V naslednjem koraku amin v prisotnosti baze napade paladijev kompleks 
(transmetalacija). Sledi še zadnji korak (reduktivna eliminacija), kjer nastane končni produkt 
(33). 
 
Slika 15: Katalitični cikel sklopitve Buchwald-Hartwig 
5.1.2. Sinteza spojin 4a–4h 
Uspešno sintetiziranim derivatom spojine 3g smo v naslednji stopnji po postopku 
prikazanim na sliki 16, zamenjali ciano skupino s tetrazolom. Z uporabo kombinacije NaN3 in 
NH4Cl smo se izognili uporabi hidrazojske kisline, pri kateri je tekom reakcije potrebno 
spremljati koncentracijo le-te, saj je hidrazojska kislina v organski raztopini toksična in zelo 
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eksplozivna. Pri tem postopku, ki se je izkazal za učinkovitejšega od klasičnega, se hidrazojska 
kislina tvori in situ iz natrijevega azida in amonijevega klorida. DMF smo uporabili kot topilo, 
saj je le malo drugih topil dovolj stabilnih pri visokih temperaturah, ki so potrebne, da poteče 
reakcija (34). 
 
Slika 16: Sinteza derivatov spojine 4g 
5.1.3. Hidroliza nitrila do amida in karboksilne kisline, sinteza spojin 5 in 6 ter 
poskus sinteze spojine 7 
Najpogostejši metodi za hidrolizo nitrila sta uporaba reakcijskega postopka z močno kislino 
ali bazo, ki sta prikazni na slikah 17 in 18. Hidroliza nitrila poteka preko nastanka amida do 
karboksilne kisline. Mi smo želeli sintetizirati tako derivat z amidom kot tudi s karboksilno 
kislino. Samo z uporabo specifičnih pogojev smo lahko hidrolizo ustavili na točki, kjer je nastal 
amid in ne karboksilna kislina. 
Derivat z amidom smo z uporabo H2SO4 in s segrevanjem na 60°C najprej poskušali 
sintetizirati pri kislih pogojih. Uporaba teh pogojev naj bi omogočala nastanek amida, brez 
nadaljnje hidrolize do karboksilne kisline. Zaradi ostrih pogojev in segrevanja pa reakcija ni 
potekla, in z analizo 1H NMR spektra nismo mogli potrditi nastanka derivata z amidom. 
Sklepali smo, da je zaradi rekativnosti prisotne dvojne vezi spojina med reakcijo razpadla. 
Naslednji poskus sinteze spojine 5 smo izvedli v bazičnih pogojih z dodatkom H2O2. V 
primerjavi s klasičnim bazičnim postopkom za hidrolizo nitrila, uporaba vodikovega peroksida 
v bazični raztopini predstavlja blažje pogoje. Reakcija je potekala pri sobni temperaturi, s 
čemer smo preprečili termični razpad nastalega produkta. Po tem postopku smo reakcijo 
uspešno izvedli in izolirali derivat z amidom. Nitril smo želeli hidrolizirati tudi do karboksilne 
kisline. Za sintezo karboksilnega derivata smo uporabili bazične pogoje hidrolize (35). 
 
Slika 17: Kisla hidroliza nitrilne skupine 
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Slika 18: Bazična hidroliza nitrilne skupine 
5.1.4. Redukcija nitrilne skupine do aminskega derivata, poskus sinteze spojine 8 
Redukcijo nitrilne funkcionalne skupine do amina smo poskušali doseči z uporabo 
reagentov LiAlH4 in NaBH4. Mehanizem reduciranja nitrilne skupine je pri obeh reagentih 
enak in poteka v  dveh korakih: nukleofilni napad hidridnega iona na karbonilni ogljik in 
protonizacija nastalega intermediata z vodo ali kislino (Slika 19). Vir protonov lahko dodamo 
tudi kasneje. Oba reagenta sta vir hidridnih ionov, ki so negativno nabiti in delujejo kot baze 
ali nukleofili. Pri reakcijah z LiAlH4 smo kot topilo uporabili brezvodni THF. Pri delu z NaBH4 
pa smo kot topilo uporabili DMF (35). 
 
Slika 19: Mehanizem redukcije nitrilne skupine  
5.2. Rezultati in komentar biokemijskega vrednotenja 
Vsem končnim spojinam smo določili RA na encimih MurC–F in določili MIK na E. coli 
in S. aureus. Vsem spojinam, ki so pri 100 µM koncentraciji zaviralca imele RA ≤ 60 %, smo 
določili tudi IC50 vrednosti. Rezidualna aktivnost (RA) predstavlja razmerje med aktivnostjo 
encima brez prisotnega zaviralca (testirane spojine) in aktivnostjo encima v prisotnosti testirane 
spojine. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najnižja koncentracija protimikrobne 
učinkovine, ki uspešno zavre vidno rast mikroorganizmov po 18–24 urah inkubacije. Srednja 
zaviralna koncentracija (IC50) je koncentracija zaviralca (testirane spojine), ki je potrebna za 
50 % inhibicijo encima.
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Oznaka 
spojine 
Strukturna formula RA* [%] ali 
IC50 [µM] 
MurC 
RA* [%] ali 
IC50 [µM] 
MurD 
RA* [%] ali 
IC50 [µM] 
MurE 
RA* [%] ali 
IC50 [µM] 
MurF 
MIK [mM] 
E. coli S. aureus 
4g 
 
63 %  
368 µM 
39 %  
104 µM 
40 %  
79 µM 
30 %  
61 µM 
> 0.25 > 0.25 
3g 
 
78 % 
80 % 
198 µM 
74 % 62 % > 0.25 > 0.25 
4a 
 
90 % 90 % 96 % 100 % > 0.25 > 0.25 
4b 
 
65 % 
59 % 
104 µM 
67 % 100 % > 0.25 = 0.125 
4c 
 
85 % 77 % 79 % 82 % > 0.25 > 0.25 
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4d 
 
70 % 70 % 63 % 75 % > 0.25 = 0.25 
4e 
 
75 % 86 % 77 % 76 % > 0.25 > 0.25 
5 
 
80 % 
60 % 
168 µM 
49 % 
156 µM 
24 %  
31 µM 
> 0.25 > 0.25 
6 
 
153 µM 
30 %  
64 µM 
73 % 
53 %  
109 µM 
> 0.25 > 0.25 
Tabela 4: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih spojin 
*Rezidualne aktivnosti smo določili pri 100 µM koncentraciji spojine, standardna deviacija je ± 10%. 
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Pri sintezah smo izhajali iz spojine 4g, do katere so v prehodnih raziskavah na FFA prišli 
s pomočjo testiranja GSK knjižnice spojin. Spojina 4g je izkazovala zaviralno aktivnost na 
ligazo MurC (RA = 63 %), MurD (RA = 39 %), MurE (RA = 40 %) in MurF (RA = 30 %). 
Najprej smo želeli preveriti, ali prisotnost tetrazolnega fragmenta vpliva na zaviralno 
dejavnost spojine, zato smo sintetizirali spojino 3g in jo testitirali na ecimih MurC–F. 
Dobljene RA so bile na vseh encimih slabše kot pri tetrazolnem derivatu, in sicer 78 % na 
MurC, 80 % na MurD, 74 % na MurE in 62 % na MurF. Sklepali smo, da tetrazolni fragment 
igra pomembno vlogo pri zaviralni aktivnosti spojine. 
Pri nadaljnih sintezah smo se najprej osredotočili predvsem na zamenjavo furanskega 
fragmenta spojine. Sintetizirali smo spojine 4a–4e, katerim smo furanski del molekule 
zamenjali z različnimi arilnimi fragmenti. Spojina 4a ima namesto furanskega dela meta 
piridinski fragment. Spojine 4b–4d imajo orto, meta oz. para substituiran metoksibenzenski 
fragment. Spojina 4e pa ima meta substituiran hidroksimetilbenzenski fragment. Spojina 4a 
je izmed vseh edina, ki v strukturni nima kisika. Aktivnost te spojine je bila na vseh encimih 
slabša kot pri spojini 4g. Med ostalimi spojinami se je najbolje izkazala spojina 4b z orto 
substituiranim metoksibenzenskim fragmentom, ki je imela primerljive vrednosti RA kot 
spojina 4g. Čeprav so se vse spojine, ki imajo v strukturi kisik (vključen v obroč ali izven 
obroča), izkazale bolje kot spojina 4a brez kisika, lahko sklepamo, da na aktivnost ne vpliva 
samo prisotnost kisika temveč tudi mesto substitucije, na katerem je kisik. Obe spojini, 4g 
in 4b, imata kisik na orto mestu. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je orto 
substituiran metoksibenzenski fragment primerna bioizosterna zamenjava za orto 
substituiran furan. Zanimivo bi bilo ugotoviti, kako bi se aktivnost spojine 4e spremenila, če 
bi hidroksimetilbenzenski fragment postavili na orto mesto. Prav tako je možno, da na 
aktivnost spojin ne vplivata samo prisotnost in postavitev kisika, temveč tudi sama velikost 
obroča in nasičenost le-tega. Za podrobnejšo razlago o vplivu različnih fragmentov bi bilo 
smiselno sintetizirati tudi analoge s 5 členskimi obroči in nasičenimi obroči. Tako bi lahko 
dodatno preverili, kateri elementi najbolj vplivajo na aktivnost spojin. 
Nato smo se osredotočili na zamenjavo tetrazolnega dela molekule 4g. Sintetizirali smo 
spojino 6, ki ima namesto tetrazolnega fragmenta karboksilno kislino, ki je bioizosterna 
zamenjava za tetrazol. Aktivnost spojine 6 je bila primerljiva z aktivnostjo spojine 4g. Na 
encimu MurC je bila aktivnost spojine 6 boljša od 4g, na encimu MurD primerljiva in na 
MurE in MurF malo slabša. Pri sintezi spojin, ki bi potencialno lahko delovale na vse 4 
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encime, je še posebej problematično uravnotežiti aktivnosti na vseh encimih. Tudi če 
izboljšamo delovanje na enem, se ob tem lahko delovanje poslabša na ostalih encimih. 
Kot zadnjo smo sintetizirali tudi spojino 5, ki ima namesto tetrazola primarni 
karboksamid. Amid sicer ni bioizosterna zamenjava za tetrazol, vendar oponaša kemijske 
lastnosti obroča in ima prav tako prisotno C-N vez. Aktivnost spojine 5 je bila na vseh 
encimih primerljiva aktivnosti spojine 4g, na encimu MurF pa je bila celo boljša. Spojini 5 
in 6 nista imeli tetrazolnega fragmenta, vendar sta kljub temu imeli podobno ali celo boljšo 
aktivnost kot spojina 4g. Iz tega lahko sklepamo, da tetrazolni fragment ni ključen za 
delovanje. 
Vsem spojinam smo na bakterijskih sevih E. coli in S. Aureus izmerili tudi MIK. Vse 
MIK na obeh sevih so bile v mM območju, kar kaže na slabo protibakterijsko delovanje. 
Pomembno je poudaritri, da smo pri določanju RA in IC50 testirali aktivnost spojin na 
izoliranih encimih MurC–F, medtem ko smo pri določanju MIK testirali protibakterijsko 
delovanje spojin na same bakterije. Razlogov za slabo delovanje je več. Možno je, da je 
aktivnost spojin prešibka za protibakterijsko delovanje, da spojine slabo prehajajo celično 
steno ali da imajo bakterije mehanizme za izločanje testiranih spojin. Pri vseh testiranjih so 
bile MIK večje ali enake 0,25 mM, le pri spojini 4b je MIK za S. aureus znašala 0,125 mM.  
Načrtovanje in sinteza spojin, ki delujejo na več encimov hkrati je potrebna, saj lahko 
tako dosežemo počasnejši razvoj odpornosti bakterij. Bakterija veliko lažje mutira in 
spremeni samo en encim, kot vse štiri naenkrat. Hkrati pa tako načrtovanje naredi sam razvoj 
spojin težji, ker želimo izboljšati aktivnost spojin na vseh encimih hkrati. Tudi če uspemo 
izboljšati aktivnost spojine na enem encimu, se posledično lahko poslabša aktivnost na 
drugih. Z uspešno sintezo derivatov smo pripravili dobro izhodišče za nadaljne raziskave 
multiplih zaviralcev ligaz Mur. Raziskovalci na FFA se trudijo dobiti strukturne podatke o 
vezavi spojin na encime, ki bodo omogočili nadaljnje delo in olajšali optimiziranje spojin, 
ki smo jih sintetizirali. 
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6. Sklep 
Cilj magistrskega dela je bila sinteza novih potencialnih zaviralcev encimov ligaz MurC–
F. Kot izhodišče za naše delo smo vzeli (E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-
tetrazol-5-il)piridin (spojina 4g). Ta spojina je imela IC50 na MurC 368 µM, na MurD 104 
µM, na MurE 79 µM in na MurF 61 µM. Na podlagi spojine 4g smo načrtovali in sintetizirali 
novo serijo spojin. Uspešno smo ponovno sintetizirali spojini 3g in 4g ter 7 novih končnih 
zaviralcev. Vsem spojinam smo določili RA, najboljšim zaviralcem pa še IC50 vrednosti. 
Načrtovanje in sinteza spojin sta bila sestavljena iz dveh delov. Najprej smo preverili 
vpliv furanskega fragmenta in le-tega zamenjali z različnimi arilnimi funkcionalnimi 
skupinami. V drugem delu smo tetrazolni fragment zamenjali s karboksilno kislino in 
amidom. Izmed vseh sintetiziranih spojin so se najbolje izkazale spojine 4b (IC50 (MurC) = 
104 µM), 5 (IC50 (MurF) = 31 µM) in 6 (IC50 (MurC) = 153 µM in IC50 (MurD) = 64 µM). 
Spojini 5 in 6 sta na posameznih encimih dosegale primerljive oz. boljše aktivnosti kot 
izhodna spojina iz česar sklepamo, da prisotnost tetrazola ni ključna za zaviralno delovanje 
spojin. 
Na začetku smo si zastavili cilj, da sintetiziramo spojine, ki bi imele čim večjo zaviralno 
aktivnost na vse štiri ligaze Mur. Uspelo nam je sintetizirati 7 novih multiplih zaviralcev, ki 
delujejo na ligaze MurC-F. V sklopu naloge smo uspeli izboljšati aktivnost spojine 4g na 
posameznih encimih, s čimer smo sintetizirali spojine, ki so dobro izhodišče prihodnjim 
raziskavam. Poleg tega smo uspešno optimizirali del sintezne poti za pripravo derivatov, ki 
jih bodo raziskovalci na FFA sintetizirali v nadaljnjih raziskavah.  
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